

















USPOREDBA TRIJU SUSTAVA TESTIRANJA 
TOKSIČNOSTI PESTICIDA DIMETOATA, 
PIRIMIFOS-METILA I DELTAMETRINA 




















FACULTY OF SCIENCE 








COMPARISON OF THREE SYSTEMS FOR TESTING 
THE TOXICITY OF PESTICIDES DIMETHOATE, 
PIRIMIPHOS-METHYL AND DELTAMETHRIN 





























































Ovaj je doktorski rad izrađen na Odjelu za biologiju Sveučilišta J. J. Strossmayera u Osijeku na Zavodu 
za kvantitativnu ekologiju u Laboratoriju za analizu bioloških sustava, pod vodstvom izv.prof.dr.sc. 
Branimira K. Hackenbergera, u sklopu Sveučilišnog poslijediplomskog doktorskog studija Biologije pri 










Zahvalnost za izradu ove disertacije, ali i za moj cjelokupni profesionalni razvoj, dugujem 
svom mentoru izv.prof.dr.sc. Branimiru K. Hackenbergeru koji mi je omogućio izradu doktorskog rada 
na Zavodu na kvantitativnu biologiju u Laboratoriju za analizu bioloških sustava. Hvala na 
prenesenom iskustvu i znanju, korisnim savjetima i pomoći prilikom pisanja ovog rada. 
 
 Hvala i drugim članovima Zavoda za kvantitativnu biologiju, doc.dr.sc. Sandri Ečimović, 
doc.dr.sc. Davorki K. Hackenberger i Željki Lončarić, prof., na pomoći tijekom istraživanja i pri 
ostvarenju ovoga rada. 
 
 Mom Mariu najveće hvala na bezgraničnoj potpori, pomoći, razumijevanju i ljubavi koju mi je 
pružio kada mi je bila najpotrebnija. 
 
 Na kraju, najviše hvala mojoj obitelji koja je najzaslužnija za moje uspjehe. Hvala na 
vjerovanju u mene, na ohrabrenju koje su mi pružali i radovanju svakom mom uspjehu. Neizmjerno 
hvala mojim roditeljima za pružanje podrške tijekom cijelog mog obrazovanja, od prvoškolske klupe 
do ove disertacije. Bez njihove bezuvjetne ljubavi i svakodnevnih odricanja ne bi bilo ovog doktorskog 
rada. 




USPOREDBA TRIJU SUSTAVA TESTIRANJA TOKSIČNOSTI PESTICIDA DIMETOATA, PIRIMIFOS-METILA 




Odjel za biologiju, Sveučilište Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku 
 
U ovoj disertaciji istraživana je višestruka različitost u toksičnim učincima i načinu istraživanja 
toksičnih učinaka tri učestalo korištena insekticida, organofosfata dimetoata i pirimifos-metila i 
piretroida deltametrina, na različite ekološke kategorije gujavica primjenom dva standardizirana 
testa toksičnosti (kontaktni filter papir test i test s umjetnim tlom) i mikrokozmičkog sustava. 
Rezultati su pokazali da postoji mjerljiva razlika u odgovoru biljega gujavica između pokusa koji se 
provode u pretežno determinističkim uvjetima (standardizirani testovi toksičnosti) i pokusa koji se 
provode u pretežno stohastičkim uvjetima (mikrokozmički sustavi). Iz rezultata dobivenih primjenom 
okolišno relevantnih koncentracija istraživanih pesticida, može se zaključiti da primjena istraživanih 
organofosfata u poljoprivredi ima mjerljiv toksikološki učinak na jedinke gujavica, dok primjena 
deltametrina u poljoprivredi najvjerojatnije neće imati utjecaj na odgovor biokemijskih biljega 
gujavica u okolišu. Rezultati mjerenja su pokazali da toksičnom djelovanju pesticida na gujavice može 
znatno doprinijeti pojava oksidativnog stresa i promjene u aktivnosti transmembranskih crpki za 
izbacivanje ksenobiotika. Dobiveni podatci o oporavku biljega su pokazali da je vrijeme oporavka 
istraživanih biokemijskih biljega bilo relativno sporo, pa je stoga nužno pri dizajniranju monitoringa 
zagađenja okoliša pomoću biokemijskih biljega uzeti u obzir to vrijeme. Usporedba osjetljivosti vrsta 
pokazala je da se vrsta-specifična ovisnost istraživanih vrsta gujavica nakon izlaganja istraživanim 
organofosfatima razlikuje ovisno o primijenjenom sustavu testiranja toksičnosti, odnosno osjetljivost 
vrsta bila je različita u standardiziranim testovima toksičnosti u usporedbi s mikrokozmičkim 
sustavom. Te su razlike ukazale na potrebu razlikovanja dva tipa osjetljivosti, fiziološku i okolišnu 
osjetljivost vrste, koje obje treba uzimati u obzir pri interpretaciji rezultata toksikoloških i 
ekotoksikoloških testova. 
 
(118 stranica, 30 slika,  11 tablica,  353 literaturnih navoda, jezik izvornika hrvatski) 
 
Ključne riječi:  pesticidi,  gujavice,  biološki biljezi,  standardizirani testovi toksičnosti,  mikrokozmički 
sustav 
Mentor:  izv.prof.dr.sc. Branimir K. Hackenberger 
Ocjenjivači:  dr.sc. Roberta Sauerborn Klobučar, viši znan.sur. 
doc.dr.sc. Sandra Ečimović 
prof.dr.sc. Mirjana Pavlica 
Rad je prihvaćen: 14.05.2014. 
University of Zagreb                  Doctoral thesis 
Faculty of Science 
Division of Biology 
 
COMPARISON OF THREE SYSTEMS FOR TESTING THE TOXICITY OF PESTICIDES DIMETHOATE, 





Department of Biology, Josip Juraj Strossmayer University in Osijek 
 
In the present thesis, the multiple differences in toxic effects and research methods of toxic effects of 
three commonly used insecticides, organophosphates dimethoate and pirimiphos-methyl and 
pyrethroid deltamethrin, on different ecological categories of earthworms by using two standardized 
toxicity tests (filter paper contact test and artificial soil test) and microcosmic system were 
investigated. The results showed measurable difference in responses between earthworm 
biomarkers obtained in experiments conducted mainly in deterministic conditions (standardized 
toxicity tests) and experiments conducted mainly in stochastic conditions (microcosmic systems). 
From the results obtained after applying environmentally relevant concentrations of investigated 
pesticides, it can be concluded that the application of the investigated organophosphates in 
agriculture has a measurable toxicological effects on earthworms, whereas application of 
deltamethrin in agriculture is unlikely to affect the response of biochemical biomarkers of 
earthworms in the environment. The measurements showed that the occurrence of oxidative stress 
and changes in the activity of efflux pumps might considerably contribute to the toxic effects of 
investigated pesticides on earthworms. The obtained data on the recovery of biomarkers showed 
that the recovery of investigated biochemical biomarkers was slow, so it is necessary to take into 
account the recovery time when designing the monitoring studies of environmental pollution using 
biochemical biomarkers. Comparison of the earthworm sensitivities showed that the species-specific 
sensitivity was different after exposure to organophosphates using standardized toxicity tests and 
microcosm. The obtained differences in sensitivities point to the need of distinguishing between two 
types of species sensitivity, physiological and environmental sensitivity, and both sensitivities should 
be taken into account in the interpretation of the results of toxicological and ecotoxicological tests. 
 
(118 pages, 30 figures, 11 tables, 353 references, original in Croatian) 
 
Keywords:  pesticides,  earthworms,  biomarkers,  standardized toxicity tests,  microcosmic 
system 
Supervisor:  Branimir K. Hackenberger, PhD, Associate Professor 
Reviewers: Roberta Sauerborn Klobučar, PhD, Senior Research Associate 
  Sandra Ečimović, PhD, Assistant Professor 
  Mirjana Pavlica, PhD, Professor 




1. UVOD ................................................................................................................................... 1 
1.1. Suvremena primjena gujavica u ekotoksikološkim istraživanjima tla ......................................... 2 
1.1.1. Osobine gujavica relevantne za ekotoksikološka istraživanja .......................................... 3 
1.1.1.1. Biologija gujavica .................................................................................................... 3 
1.1.1.2. Ekološke kategorije gujavica ................................................................................... 4 
1.1.1.3. Vrsta-specifična osjetljivost gujavica ...................................................................... 5 
1.1.2. Standardizirani testovi toksičnosti i njihove modifikacije ................................................ 7 
1.1.3. Mikrokozmički i mezokozmički sustavi u ekotoksikološkim istraživanjima tla ................. 9 
1.1.4. Dosadašnja istraživanja usporedbe testova toksičnosti .................................................. 11 
1.2. Suvremena primjena bioloških biljega ....................................................................................... 12 
1.2.1. Aktivnost acetilkolinesteraze (AChE, EC 3.1.1.7)  ............................................................ 15 
1.2.2. Aktivnost karboksilesteraze (CES, EC 3.1.1.1) .................................................................. 16 
1.2.3. Aktivnost katalaze (CAT, EC 1.11.1.6) .............................................................................. 17 
1.2.4. Aktivnost glutation S-transferaze (GST, EC 2.5.1.18) ....................................................... 19 
1.2.5. Koncentracija glutationa (GSH) ........................................................................................ 20 
1.2.6. Aktivnost transmembranskih crpki za izbacivanje ksenobiotika ..................................... 20 
1.3. Istraživani pesticidi ..................................................................................................................... 22 
1.3.1. Fizikalno-kemijska svojstva dimetoata ............................................................................ 23 
1.3.2. Fizikalno-kemijska svojstva pirimifos-metila ................................................................... 25 
1.3.3. Fizikalno-kemijska svojstva deltametrina ........................................................................ 26 
1.3.4. Dosadašnja istraživanja toksičnih učinaka dimetoata, pirimifos-metila i deltametrina 
na gujavice ................................................................................................................................. 28 
1.4. Statističke metode ...................................................................................................................... 29 
1.5. Ciljevi istraživanja ....................................................................................................................... 30 
 
2. ZNANSTVENI RADOVI .......................................................................................................... 31 
2.1. Species-specific differences in biomarker responses in two ecologically different earthworms 
exposed to the insecticide dimethoate ............................................................................................. 31 
2.2. Biomarker responses in earthworm Eisenia andrei exposed to pirimiphos-methyl and 
deltamethrin using different toxicity tests ........................................................................................ 41 
2.3. Inhibition and recovery of molecular biomarkers of earthworm Eisenia andrei after exposure 




2.4. Different sensitivities of biomarker responses in two epigeic earthworm species after 
exposure to pyrethroid and organophosphate insecticides ............................................................. 63 
2.5. Application of microcosmic system for assessment of insecticide effects on biomarker 
responses in ecologically different earthworm species .................................................................... 75 
 
3. RASPRAVA .......................................................................................................................... 85 
3.1. Učinak istraživanih pesticida na biološke biljege gujavica ......................................................... 85 
3.2. Oporavak biljega ......................................................................................................................... 89 
3.3. Razlike u osjetljivosti različitih vrsta gujavica ............................................................................. 90 
3.4. Usporedba mikrokozmosa i standardiziranih testova toksičnosti ............................................. 92 
 
4. ZAKLJUČCI ........................................................................................................................... 95 
 
5. LITERATURA  ....................................................................................................................... 99 
 
6. ŽIVOTOPIS .......................................................................................................................... 115 
 




1. Velki, M., Hackenberger, B.K. (2012) Species-specific differences in biomarker responses in 
two ecologically different earthworms exposed to the insecticide dimethoate. Comparative 
Biochemistry and Physiology C Toxicology and Pharmacology 156: 104–112. 
 
2. Velki, M., Hackenberger, B.K. (2013) Biomarker responses in earthworm Eisenia andrei 
exposed to pirimiphos-methyl and deltamethrin using different toxicity tests. Chemosphere 
90: 1216–1226. 
 
3. Velki, M., Hackenberger, B.K. (2013) Inhibition and recovery of molecular biomarkers of 
earthworm Eisenia andrei after exposure to organophosphate dimethoate. Soil Biology and 
Biochemistry 57: 100–108. 
 
4. Velki, M., Hackenberger, B.K. (2013) Different sensitivities of biomarker responses in two 
epigeic earthworm species after exposure to pyrethroid and organophosphate insecticides. 
Archives of Environmental Contamination and Toxicology 65: 498–509.  
 
5. Velki, M., Hackenberger, B.K., Lončarić, Ž., Hackenberger, D.K. (2014) Application of 
microcosmic system for assessment of insecticide effects on biomarker responses in 


























Ekotoksikologija je multidisciplinarna znanost koja proučava učinke zagađivala na sastavnice 
ekoloških sustava i na cjelokupan ekološki sustav. Vrlo često je predmet ekotoksikoloških istraživanja 
puno širi, te obuhvaća sve sastavnice okoliša. Niti jedna zaštita struktura i parcijalnih ili potpunih 
funkcija ekoloških sustava nije moguća bez temeljnih činjenica proizašlih iz ekotoksikoloških 
istraživanja. Razvoj ekotoksikologije tla započeo je 1960-ih godina objavljivanjem radova u kojima su 
uočeni negativni učinci pesticida na beskralježnjake tla (Fox, 1964; Edwards, 1969). Ova su opažanja 
potakla izvođenje pokusa s različitim organizmima tla kako bi se omogućila pravovremena predikcija 
neželjenih učinaka zagađivala na organizme tla. Prvi rezultati takvih pokusa, u kojima se proučavalo 
djelovanje pesticida na skokune (Collembola) i gujavice (Oligochaeta), objavljeni su krajem 1960-ih 
godina (Ghabbour i Imam, 1967; Scopes i Lichtenstein, 1967). Organizacija za ekonomsku suradnju i 
razvoj (eng. „Organization for Economic Co-operation and Development“, OECD) je u međuvremenu 
počela s razvijanjem smjernica za testiranje kemijskih tvari. Prvi test toksičnosti s beskralježnjacima 
tla, koji uključuje korištenje gujavica kao testnog organizma i praćenje kratkoročnih (akutnih) 
odgovora poput preživljavanja, međunarodno je standardiziran 1984. godine (OECD, 1984). Do danas 
su razvijeni i standardizirani brojni testovi za mjerenje toksičnosti pomoću pokusa s gujavicama. Osim 
mjerenja mortaliteta kao konačnog učinka, u suvremenim testovima je moguće mjeriti i cijeli niz 
drugih krajnjih učinaka koji se mogu podijeliti na makroučinke (mortalitet, povećanje ili smanjenje 
brzine razmnožavanja, smanjenje ili povećanja broja kokona, promjene u ponašanju itd.) i 
mikroučinke (histološke promjene, fiziološke promjene, biokemijske promjene, promjene u sastavu 
tjelesnih tekućina, itd.). 
Da bi se rezultati ekotoksikoloških istraživanja mogli primijeniti za očuvanje strukture i 
funkcije ekoloških sustava, nužno je prije svega procijeniti učinke zagađivala na jednu ili više vrsta 
odabranih pokusnih organizama te ekstrapolirati dobivene rezultate na način da se iz njih mogu 
procijeniti utjecaji na sastavnice ekoloških sustava i rasponi učinkovitih koncentracija zagađivala u 
okolišu (van Gestel, 2012). Najvažniji predmeti ekotoksikoloških istraživanja su raspodjela zagađivala 
u okolišu, način njihovog ulaska u pojedine sastavnice ekološkog sustava, načini, dinamika i kinetika 
kretanja zagađivala kroz ekološki sustav, taloženje zagađivala u sastavnicama ekološkog sustava, svi 
oblici transformacije zagađivala u okolišu, te kvalitativno-kvantitativni učinci zagađivala na žive 
organizme, te na sve razine ekološkog sustava. Procjena ekološkog rizika (eng. „Ecological Risk 
Assessment“, ERA) je postupak procjenjivanja vjerojatnosti štetnih učinaka na sastavnice ekološkog 
sustava, tj. na određene ili sve razine ekološkog sustava. Takovi štetni učinci mogu biti rezultat 
izloženosti jednom ili više štetnih čimbenika, tj. zagađivala. Procjena ekološkog rizika uključuje analizu 
kvalitativnog i kvantitativnog potencijala zagađivala (opisivanje forme, dimenzija i karakterizacija 





daje maksimalno moguću točnu pretpostavku utjecaja ispitivane tvari na ekološki sustav ili njegov 
dio.  
Procjena ekološkog rizika posebno je važna kao sastavni dio cjelokupne zaštite prirode i 
okoliša, te je nužan dio legislative i svih oblika regulacija čija je krajnja svrha ekološka sigurnost. Tako 
se npr. za potrebe regulacije i registracije kemijskih tvari za primjenu u okolišu, kao i za procjenu 
rizika, toksičnost pojedinih kemikalija prvenstveno istražuje upotrebom toksikoloških testova, 
odnosno standardnim testovima toksičnosti koji testiraju toksičnost određenih doza ili koncentracija 
u kontroliranim laboratorijskim uvjetima. Toksikološki testovi su nužni za dizajn ekotoksikoloških 
istraživanja, no postoje razlike u osjetljivosti toksikoloških i ekotoksikoloških testova jer 
ekotoksikološki testovi sadrže nekakvu komponentu realnog okoliša. Iako npr. test s umjetnim tlom 
sadrži tlo koje omogućava realniju ekspoziciju zagađivalu, taj se test još uvijek ne bi trebao smatrati 
ekotoksikološkim testom jer su osobine umjetnog tla strogo definirane i vrlo često jako različite od tla 
u realnom okolišu. S pravom se ekotoksikološkim testovima mogu nazivati svi kozmički sustavi, od 
nanokozmičkih do makrokozmičkih sustava. Također, pri provođenju toksikoloških testova vrlo često 
se koriste vrste koje nisu karakteristične za realni okoliš, te su uvjeti izlaganja kontrolirani i znatno 
drukčiji od uvjeta realnog okoliša. Sve navedeno čini ekstrapolaciju podataka na neki zadani okoliš još 
težim. Stoga prilikom provođenja ekotoksikoloških istraživanja treba težiti ka postizanju uvjeta 
pokusa bliskim uvjetima realnog okoliša kako bi se dobiveni rezultati mogli ekstrapolirati na 
odgovarajući način i koristiti u ekološkoj procjeni rizika. 
 
1.1. Suvremena primjena gujavica u ekotoksikološkim istraživanjima tla 
 
Intenzivno korištenje pesticida u poljoprivredi uz industrijsku aktivnost i neodgovarajuće 
odlaganje otpada, uzrokom su zagađenja tla koje posljedično dovodi do smanjenja plodnosti, 
promjene u strukturi, te poremećaja ravnoteže između flore i faune tla. Ekotoksikološka istraživanja 
tla temelje se na proučavanju negativnih učinaka zagađivala na sastavnice ekološkog sustava tla, te se 
od beskralježnjaka kao modelnih organizama najčešće koriste gujavice, skokuni i enhitreide. 
Korištenje tih skupina organizama postalo je standardno jer su široko rasprostranjeni, imaju važnu 
ekološku ulogu, u stalnom su kontaktu s tlom, te se brzo razmnožavaju i lako održavaju u 
laboratorijskim uvjetima (Edwards, 1989; Edwards i sur., 1995; Römbke i sur., 1996).  
Populacije gujavica (Lumbricidae) čine važan dio biocenoza tla i predstavljaju glavninu 
biomase tla u većini umjerenih kopnenih ekoloških sustava, te igraju važnu ulogu u poboljšanju 





tako što premještaju i miješaju različite slojeve tla, poboljšavaju prozračivanje, svojim aktivnostima 
poboljšavaju propusnost za vodu i time pozitivno utječu na hidraulička svojstva tla, te izgrađuju sloj 
humusa. Također, gujavice imaju važnu ulogu u razgradnji organske tvari i recikliranju nutrijenata, 
imaju kompleksne interakcije s mikroorganizmima i potiču mikrobiološku aktivnost u raspadnutoj 
organskoj tvari, te se mogu koristiti za iskorištavanje i procesiranje kanalizacijskog mulja, te 
životinjskog, biljnog i industrijskog organskog otpada (Edwards i Bohlen, 1996). Zbog svog načina 
života, kao i biokemijskih i fizioloških osobina, gujavice su pogodni organizmi za biomonitoring tala, te 
čine značajan dio u terestričkoj ekotoksikologiji (Sanchez-Hernandez, 2006). 
U mnogim dosadašnjim studijama na gujavicama istraživana su mnoga zagađivala, kao što su 
pesticidi (npr. Venkateswara Rao i Kavitha, 2004; Capowiez i sur., 2010), metali (npr. Morgan i sur., 
2004; Calisi i sur., 2013), policiklički aromatski ugljikovodici (npr. Brown i sur., 2004), itd. Suvremena 
primjena gujavica u ekotoksikološkim istraživanjima tla uključuje i testiranje utjecaja novih zagađivala 
(posebice utvrđivanje toksičnosti nanočestica) na faunu tla (npr. Hu i sur., 2010; Heckmann i sur., 
2011; Hooper i sur., 2011; El-Temsah and Joner, 2012; Tsyusko i sur., 2012; Hayashi i sur., 2013; Hu i 
sur., 2014). Unatoč brojnim provedenim studijama, postoje brojni nedostatci postojećeg znanja o 
djelovanju raznih zagađivala na gujavice. U preglednom članku o djelovanju pesticida na gujavice 
Pelosi i sur. (2013a) su istakli da postoji nedostatak studija u kojima se 1) koriste europske vrste 
gujavica i pesticidi čija je upotreba dozvoljena u Europi, 2) koriste vrste koje se nalaze u realnom 
okolišu, a ne samo epigejne vrste Eisenia fetida i Eisenia andrei, 3) pokusi provode u uvjetima bliskim 
realnom okolišu te se istražuju okolišno relevantne koncentracije pesticida. Tim radom je potvrđen 
smisao i važnost istraživanja provedenih u izradi ove disertacije. 
 
1.1.1. Osobine gujavica relevantne za ekotoksikološka istraživanja 
 
1.1.1.1. Biologija gujavica 
 
Gujavice pripadaju koljenu Annelida (kolutićavci), razredu Oligochaeta (malokolutićavci) i 
redu Opisthophora. Jedna od najvažnijih porodica terestričkih gujavica u Europi, i općenito u 
Palearktičkoj regiji, su Lumbricidae. Gujavice su bilateralno simetrične, a tijelo je izvana i iznutra jasno 
kolutićavo. Svaki kolutić, osim prvog (usnog) i zadnjeg (analnog), sadrži sitne čekinje koje služe za 
oslanjanje pri kretanju. Tijelo je izvana obavijeno jednoslojnom epidermom, a njenu strukturalnu 
osnovu čine cilindrične epitelne stanice između kojih se nalaze mnoge žljezdane stanice. Na površini 





mišića. Tjelesna šupljina je celom ispunjen celomskom tekućinom koja sudjeluje u prijenosu tvari, 
djeluje kao hidrostatski skelet i utječe na pokretanje i izduživanje ždrijela. U središtu celomske 
šupljine smješteno je crijevo koje na leđnoj strani ima duboku brazdu (tiflozolis). Na površini crijeva 
nalaze se kloragogene stanice, a ispod su prstenasti mišići koji omogućuju peristaltiku. Unutrašnju 
stranu crijeva oblaže crijevni epitel. Probavni sustav je otvoren, te se sastoji od usta, ždrijela, 
jednjaka, volje, želuca, crijeva i analnog otvora. Optjecajni sustav je zatvoren, te se sastoji od leđne i 
trbušne krvne žile međusobno povezanih prstenastim žilama u svakom kolutiću. Disanje se odvija 
preko kože. Sustav za izlučivanje čine nefridiji. Živčani sustav je ljestvičast, te su gujavice vrlo 
osjetljive na dodir, kemikalije i svjetlost. Gujavice su dvospolci, a oplodnja je vanjska. Voda sačinjava 
do 85% svježe mase gujavica, a očuvanje vode je vrlo važno jer tanka kutikula i sluzni premaz pružaju 
slabu zaštitu od isušivanja (Edwards i Bohlen, 1996). 
 
1.1.1.2. Ekološke kategorije gujavica 
 
S obzirom na način života i osobine životnog ciklusa gujavice se dijele na tri ekološke 
kategorije (Bouché, 1977; Lee, 1985):  
1) Epigejne vrste: žive iznad mineralnog sloja tla, ispod biljnih ostataka ili druge 
organske tvari. Vrste ove skupine su male veličine, pigmentirane, brzo se kreću, te imaju 
kratke životne cikluse. Hrane se organskom tvari i pripadajućom mikroflorom, te 
probavljaju malo ili ništa tla.  
2) Anecične vrste: žive u permanentnim okomitim hodnicima u mineralnom sloju tla (do 
3 m dubine). Vrste ove skupine su velike, tamno pigmentirane na dorzalnoj strani tijela 
(barem anteriorno). Mogu se brzo uvući u svoje hodnike, ali su općenito su relativno 
spore. Životni vijek im je relativno dug s dugim životnim ciklusima. Hrane se na površini 
tla tako što uvlače otpalo lišće i druge biljne ostatke u svoje hodnike, pri čemu se probavi 
i malo tla.  
3) Endogejne vrste: kopaju vodoravne hodnike u tlu koji nisu permanentni, najčešće na 
dubini od 10-15 cm od površine tla. Uglavnom su nepigmentirane (ružičaste, bjelkaste ili 
se čine tamnijima zbog sadržaja crijeva), sporo se kreću, mogu biti različitih veličina. Po 
dužini života i trajanju životnog ciklusa se nalaze u sredini između epigejnih i anecičnih. 
Hrane se tlom više ili manje obogaćenim organskom tvari.  
Ekološka kategorija neke vrste je u korelaciji s načinom života i ponašanjem što su bitni 
čimbenici izloženosti gujavica zagađivalima (Tomlin, 1992; van Gestel, 1992). Poznato je da se 





izložene različitim koncentracijama zagađivala. Koncentracija pesticida u okomitom stupcu tla vrlo je 
varijabilna zbog razlika u procesima transporta, adsorpcije, transformacije i razgradnje pesticida. 
Adsorpcija pesticida u tlu, odnosno vezanje pesticida na čestice tla, je primarni proces kojim tlo 
zadržava pesticide. Količina pesticida koja se adsorbira na čestice tla ovisi kako o vrsti i kemijskim 
svojstvima pesticida (topivost u vodi, polarnost, perzistentnost), tako i o tipu i karakteristikama tla 
(količina vlage, pH, tekstura, količina organske tvari). Pesticidi koji dođu na površinu tla, i adsorbiraju 
se na čestice tla, će uslijed različitih procesa transporta, poput ispiranja, dospijevati i u dublje slojeve 
tla. Međutim, u većini slučajeva će se, zbog razgradnje i razrjeđenja kroz stupac tla, koncentracija 
pesticida u stupcu tla smanjivati s povećanjem dubine. Stoga su gujavice koje se hrane na površini tla 
najčešće izložene većim koncentracijama insekticida u odnosu na vrste koje se hrane u dubljim 
slojevima (Culy i Berry, 1995). Tako primjerice, anecična vrsta Lumbricus terrestris koja ima hodnike u 
mineralnom sloju tla do 3 m dubine, može biti jako izložena djelovanju pesticida jer se hrani na 
površini tla (Edwards i Bohlen, 1996; Lee, 1985). S druge strane, endogejne vrste gujavica koje žive u 
dubljim slojevima tla će biti izložene nižim koncentracijama u odnosu na epigejne vrste gujavica koje 
žive u površinskom sloju. Stoga je nužno u ekotoksikološkim istraživanjima u obzir uzeti ekološku 
kategoriju kojoj pojedina vrsta gujavice pripada, odnosno razliku u položaju gujavica u okomitom 
stupcu tla koja ovisi o ekološkoj kategoriji. 
 
1.1.1.3. Vrsta-specifična osjetljivost gujavica 
 
Vrste se zbog svojih bioloških, ekoloških, fizioloških međusobnih razlika, kao i zbog genetičke 
različitosti, razlikuju u osjetljivosti prema pojedinim vrstama zagađivala. Za veliki dio zagađivala 
postoji osjetljivost koja je specifična za određene vrste. Ta vrsta-specifična osjetljivost ovisi o 
fiziološkim razlikama, morfološkim razlikama (Edwards i Bohlen, 1996), karakterističnim razlikama u 
kemoreceptorima (Stephenson i sur., 1998), kao i o ekološkim razlikama. Usporedba osjetljivosti 
različitih vrsta gujavica na izloženost određenim zagađivalima dosada je istražena u samo nekoliko 
studija (Ma i Bodt, 1993; Spurgeon i Hopkin, 1996; Langdon i sur., 2005). Rezultati ovih istraživanja 
pokazali su različitu osjetljivost među vrstama koje pripadaju različitim ekološkim kategorijama, ali i 
među vrstama koje pripadaju istoj ekološkoj kategoriji. Također je poznato da su vrste E. andrei i E. 
fetida, prema OECD standardu preporučene vrste za toksikološke testove (OECD, 1984), manje 
osjetljive vrste (Ma i Bodt, 1993; Kula, 1995; Fitzgerald i sur., 1996; Pelosi i sur., 2013b). Određivanje 
vrsta-specifične osjetljivosti je nužan korak u svakom ekotoksikološkom istraživanju. Naime, bez 
poznavanja vrsta-specifične osjetljivosti nije moguće ekstrapolirati rezultate istraživanja na način koji 





S obzirom da se, ovisno o ekološkoj kategoriji, vrste gujavica nalaze u različitim slojevima tla, 
te da mogu biti izložene različitim koncentracijama pesticida, u ovoj disertaciji kao modelni organizmi 
korištene su vrste koje pripadaju svim trima ekološkim kategorijama. Epigejna vrsta Lumbricus 
rubellus Hoffmeister 1843 (crvena gujavica), endogejna vrsta Octolasion lacteum Orley 1885 
(mliječna gujavica) i anecična vrsta Lumbricus terrestris Linnaeus 1758 (kišna gujavica) su uobičajene 
vrste gujavica za umjerena klimatska područja, te su za potrebe pokusa uzorkovane na istoj lokaciji. U 
istraživanju je također korištena i epigejna vrsta Eisenia andrei Bouché 1972 (crvena kompoštarka), 
najčešće korištena vrsta u laboratorijskim istraživanjima, iz kontroliranog uzgoja. 
 
Slika 1. Lumbricus rubellus (gore lijevo), Octolasion lacteum (gore desno), Lumbricus terrestris (dolje 






1.1.2. Standardizirani testovi toksičnosti i njihove modifikacije 
 
U ekotoksikološkim i toksikološkim istraživanjima gujavice se često koriste kao modelni 
organizmi, a kao standardni testni organizmi su obvezni u procedurama testiranja pesticida u 
Europskoj uniji, tj. standardizirani testovi na gujavicama su sastavni dio legislative i direktiva 
Europske unije (Regulation (EC) 1107/2009) za zaštitu okoliša. U Tablici 1 su navedeni dostupni 
toksikološki testovi prema OECD smjernicama i smjernicama Međunarodne organizacije za 
standardizaciju (eng. „International Organization for Standardization“, ISO) u kojima se kao testni 
organizmi koriste gujavice. 
 
Tablica 1. Standardizirani testovi toksičnosti s gujavicama kao testnim organizmima. 
TESTNI ORGANIZAM VRSTA TRAJANJE KRAJNJI UČINAK SMJERNICA REFERENCA
OECD 207 OECD (1984)
ISO 11268-1 ISO (1993)
OECD 222 OECD (2004)
ISO 11268-2 ISO (1998)
2 dana izbjegavanje ISO 17512-1 ISO (2008)
različite vrste
razmnožavanje
Terensko ispitivanje, do 1 godine
raznolikost vrsta, 
brojnost
ISO 11268-3 ISO (1999)
Gujavice
Eisenia fetida
48 – 72 h (filter 
papir test)
mortalitet OECD 207 OECD (1984)
14 dana (test s 
umjetnim tlom)
mortalitet





Akutni testovi toksičnosti na gujavice uključuju dva načina izlaganja toksičnim tvarima: 
korištenjem filter papira (48 – 72 h) i umjetnog tla (14 dana) (OECD, 1984; ISO, 1993) (Slika 2). U 
kontaktnom filter papir testu zagađivalo se nanosi na filter papir, te su gujavice izložene samo 
dermalno. U testu s umjetnim tlom zagađivalo se miješa s tlom točno definiranog sastava, te su 
gujavice izložene zagađivalu i dermalno i preko površine probavila. Kao krajnji učinak mjeri se 
mortalitet gujavica, koji se iskazuje u obliku doza-odgovor krivulja i srednjih letalnih koncentracija.  
Test razmnožavanja gujavica (ISO, 1998; OECD, 2004) podrazumijeva izlaganje odraslih 
jedinki zagađivalima u umjetnom tlu. Nakon 28 dana odrasle gujavice se uklanjaju iz tla, a nakon 
slijedećih 28 dana mjeri se broj juvenilnih jedinki. Kao krajnji učinak, osim mortaliteta odraslih jedinki 
nakon 28 dana, mjeri se reproduktivni uspjeh gujavica, odnosno broj potomaka. U testu izbjegavanja 
(ISO, 2008) gujavice se stavljaju u sredinu posude podijeljene na dva dijela (kontrolno i tretirano tlo) 





promjene u zajednicama gujavica, kao što su raznolikost, bogatstvo i biomasa organizama u tlu, može 








Slika 2. Shematski prikaz izlaganja gujavica korištenjem kontaktnog filter papira testa (lijevo) i testa s 
umjetnim tlom (desno). 
 
 Standardizirani testovi toksičnosti s gujavicama provode se u kontroliranim laboratorijskim 
uvjetima, pri čemu se obično koristi samo jedna vrsta organizama. Najčešće se koriste lako dostupne 
vrste koje se mogu uzgajati u laboratoriju (poput E. fetida i E. andrei). Međutim, te vrste najčešće 
nisu značajno zastupljene u okolišu koji se istražuje. Stoga standardizacija izlaganja organizama u 
točno određenom mediju i pod istim uvjetima omogućava usporedbu rezultata dobivenih u različitim 
istraživanjima. Međutim, u mnogim studijama su primijenjene modificirane metode standardiziranih 
testova (u smislu drukčijeg sastava supstrata, temperature izlaganja, trajanja izloženosti i sl.) što 
otežava međusobnu usporedbu dobivenih rezultata. Također, ekološka značajnost standardiziranih 
testova toksičnosti vrlo je mala. Laboratorijski uvjeti u kojima se provode standardizirani testovi 
toksičnosti su bitno drukčiji od uvjeta u realnom okolišu i razlike u tim uvjetima dovode do netočne 
interpretacije dobivenih podataka. U standardiziranim testovima miješanje zagađivala i njegova 
homogena raspodjela u/na supstratu u kojem se gujavice izlažu ne predstavlja način izloženosti 
gujavica u okolišu. Osim toga, primjenom standardiziranih testova toksičnosti nije moguće koristiti 
vrste iz svih ekoloških kategorija. Tako primjerice, u testu s umjetnim tlom nema okomitog stupca tla 











1.1.3. Mikrokozmički i mezokozmički sustavi u ekotoksikološkim istraživanjima tla  
 
 Terestrički mikrokozmos je sustav koji se sastoji od određene količine tla s nekoliko vrsta 
organizama koji čine značajne sastavnice biocenoze tla određenog područja i karakteristični su za 
područje s kojeg tlo potječe, a služi procjeni utjecaja zagađivala na organizme i druge čimbenike koji 
čine više razine biološke organizacije (hranidbeni lanci, hranidbene mreže, biomasa populacije, itd.) 
(Burrows i Edwards, 2002). Tlo za mikrokozmos se može pripremati različitim postupcima 
(sterilizacija, miješanje, homogenizacija, razabiranje, itd.) ili se može intaktno prenijeti iz okoliša u 
laboratorij. Pokusi s terestričkim mikrokozmičkim sustavima se provode u zatvorenom prostoru pod 
stabilnim uvjetima, dok se mezokozmička istraživanja odvijaju na otvorenom. Naime, mezokozmički 
sustav podrazumijeva strogo ograđeni dio okoliša, tj. to je dio okoliša u kojem se pokus odvija in situ. 
Stoga je mezokozmos strukturalno i funkcionalno bliži realnom okolišu u odnosu na mikrokozmos 
(Sanchez-Hernandez, 2006). Primjena mezokozmičkih sustava u ekotoksikološkim istraživanjima tla (s 
gujavicama kao modelnim organizmima) dosada je provedena u svega nekoliko studija, npr. za 
proučavanje učinaka bakra i kadmija na L. rubellus (Svendesen i Weeks, 1997; Spurgeon i sur., 
2005b). 
 Glavna prednost primjene mezokozmičkih i mikrokozmičkih sustava u ekotoksikološkim 
istraživanjima, u odnosu na klasične toksikološke testove, je omogućavanje procjene učinaka 
zagađivala na temelju rezultata dobivenih u uvjetima bliskim uvjetima realnog okoliša, pri čemu 
mezokozmički sustavi predstavljaju realnije uvjete izlaganja u usporedbi s mikrokozmičkim. Iako 
mezokozmički sustavi predstavljaju realnije uvjete izlaganja u usporedbi s mikrokozmičkim sustavima, 
primjena mezokozmosa je dugotrajna i zahtijeva znatna materijalna sredstva, a ekstremni 
atmosferski uvjeti mogu uzrokovati neželjene disturbancije sustava i onemogućiti dobivanje 
relevantnih konačnih rezultata. Pokusi s mikrokozmičkim sustavima su puno jeftiniji i provode se u 
zatvorenom prostoru gdje nema mogućnosti ekstremnih atmosferskih utjecaja. Iako su 
mikrokozmički sustavi puno manje realni od mezokozmičkih sustava, u odnosu na laboratorijske 
testove toksičnosti su u dostatnoj mjeri realniji da vrlo često mogu pružiti korisne i nužne informacije 
za procjenu ekološkog rizika. Prilikom korištenja gujavica kao modelnih organizama, primjena 
mikrokozmičkog sustava omogućava upotrebu svih ekoloških kategorija. S obzirom da se pesticidi 
nanose na površinu tla i distribuiraju u tlu ovisno o svojim fizikalno-kemijskim karakteristikama, 
koncentracija pesticida bit će različita u različitim slojevima tla, a izloženost gujavica ovisit će o dubini 
na kojoj se nalaze, odnosno o ekološkoj kategoriji kojoj pripadaju. Mikrokozmičko istraživanje 





2011b) su pri proučavanju djelovanja insekticida dimetoata, herbicida glifosata i akaricida 
spiridiklofena na smanjenje rasta i biomase gujavica koristili mikrokozmos, te je korištena vrsta E. 
andrei. Burrows i Edwards (2002) su primjenom mikrokozmičkog sustava istražili djelovanje 
benzimidazolnog fungicida karbendazima, ali također samo na biomasu gujavica L. rubellus. 
Upotrebom mikrokozmosa istraženo je i djelovanje organofosfata klorpirifosa na promjenu biomase, 
aktivnost kolinesteraze i vrijeme zadržavanja neutralnog crvenila u gujavice Aporrectodea caliginosa 
(Reinecke i Reinecke, 2007). Mikrokozmički sustav korišten je i za istraživanje djelovanja metala (Wu i 
sur., 2012), hlapivih organskih spojeva (An, 2005) i policikličkih aromatskih ugljikovodika (Bogomolov 
i sur., 1996) na gujavice.  
 U ovoj disertaciji mikrokozmički sustav (Slika 3) sastojao se od cilindričnih plastičnih cijevi 
visine 1 m i promjera 30 cm napunjenih steriliziranim i prosijanim tlom koje je prikupljeno iz 
nezagađenog okoliša. Okomiti stupac tla visine 65 cm omogućio je normalno kretanje i aktivnosti 
gujavica svih ekoloških kategorija. Na dnu cijevi nalazio se drenažni sustav, a tijekom istraživanja 
površina tla je vlažena tako da je imitirana prosječna količina i učestalost oborina. Ovako dizajnirani 
mikrokozmički sustav omogućio je postizanje uvjeta bliskih uvjetima realnog okoliša i dobivanje 






















1.1.4. Dosadašnja istraživanja usporedbe testova toksičnosti 
 
Kontaktni filter papir test i test s umjetnim tlom (OECD, 1984) su dosada najčešće korišteni 
laboratorijski testovi za procjenu toksičnih učinaka zagađivala na gujavice. Kontaktni filter papir test 
je jednostavnija, jeftinija i brža metoda koja se može koristiti kao „screening“ tehnika za procjenu 
relativne toksičnosti (Miyazaki i sur., 2002; Grumiaux i sur., 2010). Iako ovaj test isključuje utjecaj 
komponenti tla, laka izvedljivost i velika ponovljivost pokusa omogućuju usporedbu rezultata 
(Edwards i Bohlen, 1992; Zhang i sur., 2009). Glavni put izloženosti gujavica zagađivalima u tlu je 
preko probavne površine (Morgan i sur., 2004), iako se apsorpcija zagađivala odvija i dermalnim 
putem (Saxe i sur., 2001; Jager i sur., 2003; Vijver i sur., 2003). Uvjeti testa s umjetnim tlom sličniji su 
realnim uvjetima nego što je kontaktni filter papir testa, ali samo zato što se zagađivala, uz dermalnu 
apsorpciju, uglavnom apsorbiraju putem probavne površine (Udovic i Lestan, 2010). Stoga se rezultati 
dobiveni na ovaj način smatraju realnijim u odnosu na podatke dobivene pomoću kontaktnog filter 
papir testa. 
Pri procjeni toksičnosti zagađivala u praksi se najčešće se koriste laboratorijski testovi 
toksičnosti. Da bi se rezultati testova toksičnosti mogli primijeniti u praksi i pravilno ekstrapolirati, 
nužno je poznavati razlike do kojih dolazi upotrebom različitih testova. Usporedba djelovanja 
zagađivala primjenom različitih testova bila je predmetom istraživanja u svega nekoliko studija 
(Neuhauser i sur., 1986; Brown i sur., 2004; An i Lee, 2008; Luo i sur., 2009). Isto tako, usporedba 
djelovanja pesticida na gujavice primjenom različitih testova rijetko je istraživana, te je provedena u 
svega nekoliko studija korištenjem in vitro testa, kontaktnog filter papir testa i testa s umjetnim tlom. 
Gambi i sur. (2007) proučavali su djelovanje karbamatnog insekticida karbarila na aktivnost 
acetilkolinesteraze i lizosomalnu stabilnost u gujavice E. andrei upotrebom in vitro testa, kontaktnog 
filter papir testa i testa s umjetnim tlom. Venkateswara Rao i sur. (2003) su pri istraživanju djelovanja 
klorpirifosa na gujavicu E. fetida koristili in vitro test i kontaktni filter papir test, dok su Venkateswara 
Rao i Kavitha (2004) pomoću in vitro testa, kontaktnog filter papir testa i testa s umjetnim tlom 
istraživali djelovanje azodrina na aktivnost acetilkolinesteraze u gujavici E. fetida. Wang i sur. (2012a, 
2012b), Chen i sur. (2014) i Saxena i sur. (2014) uspoređivali su toksičnost pesticida na gujavicu E. 
fetida (Saxena i sur. (2014) i na Metaphire posthuma) korištenjem kontaktnog filter papir testa i 
umjetnog tla, no samo na razini određivanja letalnih koncentracija, odnosno LC50 vrijednosti. 
Standardizirani testovi toksičnosti podrazumijevaju izlaganje gujavica pod točno određenim 
uvjetima, te se obično koristi samo jedna vrsta gujavica (najčešće E. fetida ili E. andrei). S obzirom da 





istražiti da li će izlaganje zagađivalima u mikrokozmičkm sustavima dovesti do značajnih odstupanja u 
rezultatima toksičnosti u odnosu na standardizirane testove. Naime, usporedba rezultata dobivenih u 
standardiziranim testovima toksičnosti s rezultatima dobivenim u uvjetima bliskim uvjetima realnog 
okoliša potrebna je kako bi se mogle ustanoviti ekstrapolacijske funkcije. Na taj način bi se 
ekstrapolacijom rezultata dobivenih primjenom brzih i jeftinih metoda mogli dobiti ekološki 
relevantni podatci. Ekstrapolacijske funkcije dosada su rijetko istraživane i slabo su poznate, osobito 
u organizmima tla. U dosadašnjim istraživanjima usporedbe rezultata toksičnosti primjenom različitih 
metoda bila je uključena samo usporedba testova toksičnosti koji se provode u laboratorijskim 
uvjetima, međutim nije bilo istraživanja usporedbe rezultata laboratorijskih testova toksičnosti s 
metodama u kojima se postižu uvjeti bliski uvjetima u realnom okolišu. Stoga je u ovoj disertaciji 
istraženo i uspoređeno toksično djelovanje pesticida korištenjem triju sustava testiranja toksičnosti: 
kontaktnog filter papir testa, testa s umjetnim tlom i primjenom mikrokozmičkog sustava u kojem su 
ostvareni uvjeti bliski uvjetima realnog okoliša. 
 
1.2. Suvremena primjena bioloških biljega 
 
 Već je duže poznato, i od strane međunarodnih organizacija i agencija za zaštitu okoliša, da 
se procjena rizika zagađenja tla ne može temeljiti isključivo na kemijskoj analizi zagađivala (Sanchez-
Hernandez, 2006). Naime, praćenje vrste i količine zagađivala koja dospijevaju u tlo iznimno je 
zahtjevno zbog složenosti i troškova koji proizlaze iz identifikacije prisutnih kemijskih tvari. Unatoč 
dostupnosti brojnih analitičkih metoda, ponekad nije moguće utvrditi točnu koncentraciju u okolišu 
zbog prisutnosti zagađivala u koncentracijama ispod granica detekcije analitičkih tehnika. Također, 
zbog različitih čimbenika, poput bioraspoloživosti i biomagnifikacije, samo iz podataka o koncentraciji 
zagađivala nije moguće točno procijeniti hoće li zagađivalo mjerljivo utjecati na terestričke ekološke 
sustave, te da li će te promjene biti reverzibilnog ili ireverzibilnog karaktera. Stoga je potrebno 
utvrditi neposredne učinke zagađivala (odnosno njegove bioraspoložive frakcije) na organizme, a pri 
tome važnu ulogu imaju biološki biljezi. Pojam biološki biljeg označava mjerljiv biološki odgovor na 
izloženost organizma zagađivalu i/ili učinak zagađivala na organizam (Kurelec, 1998). Primjena 
bioloških biljega od iznimne je važnosti za procjenu rizika na ekološki sustav jer biljezi nižih razina 
biološke organizacije (molekularni, biokemijski, stanični) mogu služiti kao osjetljivi i rani pokazatelji 
mogućih učinaka na višim razinama biološke organizacije (Spurgeon i sur., 2005a), te mogu pružiti 
informacije o mehanizmu djelovanja zagađivala (Kammenga i sur., 2000). S obzirom na mogućnost 





za procjenu učinaka zagađenja, te su neki već uključeni u programe monitoringa stanja okoliša u 
Europi i Sjevernoj Americi.  
 Prema prirodi krajnjih točaka izloženosti i učinka zagađivala biološki biljezi se klasificiraju kao 
biljezi izloženosti, biljezi učinka (odgovora) i biljezi osjetljivosti na učinak nastao uslijed izloženosti 
(Lagadic i sur., 1994). Biološki biljezi izloženosti su signali izloženosti na kemijska zagađivala koji mjere 
jednu egzogenu supstancu ili njene metabolite, te njenu interakciju s biološkom molekulom 
(primjerice inhibicija aktivnosti acetilkolinesteraze). Biološki biljezi učinka mjere biokemijske, 
fiziološke ili druge promjene unutar tkiva ili tjelesnih tekućina organizma koji se mogu prepoznati i 
povezati s mogućim narušavanjem homeostaze ili pojavom patoloških stanja te su to obično signali 
koji upućuju da je organizam ili sustav (obično nepovratno) oštećen s jednim ili više zagađivala 
(primjerice DNA adukti ili indukcija vitelogenina kod mužjaka). Biološki biljezi osjetljivosti su 
pokazatelji nasljedne ili stečene sposobnosti nekog organizma da odgovori na izloženost organizma 
specifičnom ksenobiotiku. 
 Za učinkovitu zaštitu ekoloških sustava nužno je pravovremeno detektirati pojavu promjene u 
njemu. S obzirom da vjerojatnost popravka sustava opada s vremenom koji je prošao od trenutka 
unosa nekog zagađivala u ekološki sustav, rano otkrivanje biološkog učinka na nižim biološkim 
razinama (molekule, stanice, tkiva) omogućava pravovremeno uočavanje promjena i efikasno 
djelovanje u smislu sanacije i reparacije viših bioloških razina (populacija, ekološki sustav). Promjene 
na populacijskoj razini, poput brojnosti, nataliteta, mortaliteta, odnosa spolova itd., mogu se 
detektirati u sustavu tek nakon što je prošao dug vremenski period od izlaganja, te je vjerojatnost 
popravka sustava jako mala. Promjene na nižim razinama, poput makrohistoloških promjena, 
anatomskih promjena, staničnih i histoloških biljega, mogu se detektirati ranije u odnosu na 
populacijske promjene. Molekularni biljezi predstavljaju najraniji mogući odgovor na biološki učinak 
zagađivala, te se mjerenjem molekularnih biljega omogućava praćenje učinka bioraspoložive frakcije 
zagađivala, utvrđivanje neposrednih učinaka zagađivala na organizam i identifikacija interakcija 
između zagađivala i organizma (Sarkar i sur., 2006). Iako još uvijek postoji potreba za utvrđivanjem 
izravne povezanosti između biljega mjerenih na nižim razinama biološke organizacije sa štetnim 
učincima na razini organizma ili populacije, za određene biljege postoje pretpostavke na temelju 
provedenih studija, te su Rodríguez-Castellanos i Sanchez-Hernandez (2007) predložili aktivnost 
acetilkolinesteraze kao biljeg izravno povezan s promjenama u ponašanju, dok je aktivnost 
karboksilesteraze biljeg povezan s reproduktivnom sposobnosti organizma. 
 Razvojem „omics“ metoda (genomika, transkriptomika, proteomika, metabolomika, itd.) 
postignut je značajan tehnološki i znanstveni napredak u istraživanjima. „Omics“ tehnologije 





karakterizaciju svih ili većine pripadnika određene obitelji molekula u jednom jedinom 
eksperimentalnom koraku. Osim kvalitativne i kvantitativne analize glavnih grupa biološki važnih 
molekula, dodatne tehnike analiziraju dinamiku i interakcije unutar stanice (interaktomika, 
fluksomika) pri čemu se dobivaju podatci iz kojih se mogu konstruirati mreže interakcija. Primjena 
„omics“ pristupa u ekotoksikologiji ima veliki značaj jer omogućava razumijevanje mehanizama 
toksičnosti pojedinih zagađivala i upotrebu podataka dobivenih „omics“ tehnologijama u procjeni 
ekološkog rizika. Tako primjerice primjena proteomike u ekotoksikološkim istraživanjima omogućava 
identifikaciju novih proteinskih biomarkera, dok se metabolomika može koristiti kao alat za 
utvrđivanje mehanizama djelovanja zagađivala na metaboličkoj razini. Što se tiče primjene genomike 
u ekotoksikologiji, Snape i sur. (2004) predložili su izraz „ekotoksikogenomika“ kako bi opisali 
integraciju genomskih alata u ekotoksikologiji. Predmet istraživanja ekotoksikogenomike je 
proučavanje gena i ekspresije proteina koji su važni u odgovoru na izloženost zagađivalima. Iako je 
znanstveni prioritet odgovor na pitanja za koje je nužno primijeniti „omics“ pristup, i unatoč svim 
navedenim prednostima „omics“ metoda, istraživanje i primjena biokemijskih biljega u 
ekotoksikologiji još uvijek je važno zbog njihove primjenjivosti u praksi. Naime, u odnosu na „omics“ 
metode, mjerenje biokemijskih biljega je jeftinije i jednostavnije, te zahtijeva manju stručnost kadra 
koji provodi biomonitoring. Iako „omics“ metode podrazumijevaju analizu velikog broja uzoraka 
odjednom, priprema uzoraka je često kompleksna i vrlo skupa. S druge strane, mjerenje biokemijskih 
biljega omogućava kvalitetno praćenje stanja okoliša primjenom relativno jeftinih metoda. 
 S obzirom da ispoljavanje i mjerljive promjene biljega na razini molekula nastupaju vrlo brzo 
nakon izlaganja organizama zagađivalima, te omogućavaju ranu detekciju učinka na organizam, u 
ovoj su se disertaciji učinci istraživanih pesticida na gujavice evaluirali mjerenjem slijedećih biljega: 
aktivnosti acetilkolinesteraze (AChE, EC 3.1.1.7), aktivnosti karboksilesteraze (CES, EC 3.1.1.1), 
aktivnosti katalaze (CAT, EC 1.11.1.6), aktivnosti glutation S-transferaze (GST, EC 2.5.1.18), 













1.2.1. Aktivnost acetilkolinesteraze (AChE, EC 3.1.1.7) 
 
 Fiziološka funkcija enzima acetilkolinesteraze (AChE) je hidroliza acetilkolina, prijenosnika 
živčanog impulsa u sinapsama na acetat i kolin, čime se omogućava normalan prijenos signala u 
živčanim i živčano-mišićnim sinapsama. Ako je hidroliza acetilkolina inhibirana, dolazi do nakupljanja 
acetilkolina na postsinaptičkoj membrani i prekomjerne stimulacije kolinergičkih receptora 
(desenzibilizacija receptora), te remećenja neuroloških aktivnosti u organizmu (Stenersen, 2004).  
 Aktivno mjesto AChE čini katalitička trijada koja se sastoji od serina, histidina i glutamata, te 
ovaj enzim pripada skupini serinskih esteraza, esteraza koje u aktivnom centru imaju serin. Serinskim 
esterazama pripadaju još i butirilkolinesteraza (BChE), esteraza povezana s neuropatskim 
djelovanjem organofosfornih spojeva (eng. „Neuropathy Target Esterase”, NTE) i karboksilesteraza 
(CES). Organofosforni i karbamatni spojevi inhibiraju serinske esteraze (za razliku od A-esteraza koje 
ove spojeve hidroliziraju i C-esteraza koje ne ulaze u interakciju s organofosfatima) (Abdollahi i sur., 
2003). Iako je poznato da aktivnost AChE može biti inhibirana djelovanjem i drugih tvari, poput nekih 
metala, aktivnost ovog enzima prvenstveno se koristi kao biološki biljeg za detekciju izloženosti 
organofosfornim i karbamatnim spojevima. 
 Organofosfati se prvenstveno koriste kao pesticidi (herbicidi, insekticidi, fungicidi, akaricidi, 
nematocidi), neki organofosforni spojevi rabe se i kao lijekovi (primjerice ekotiofat), a najtoksičniji 
među njima su živčani bojni otrovi (sarin, soman, VX). Ovisno o tome je li na atom fosfora vezan kisik 
ili sumpor razlikuju se neposredni i posredni inhibitori AChE. Da bi postali biološki aktivni, posredni 
inhibitori poput malationa, parationa, dimetoata, moraju reakcijama biotransformacije u organizmu 
prijeći u svoje oksoanaloge (malaokson, paraokson, dimetokson). Do inhibicije AChE organofosfatima 
dolazi uslijed odcjepljivanja jednog supstituenta fosfata i vezanja ostatka molekule kovalentno s 
aktivnim mjestom enzima, odnosno do fosfiliranja enzima. Fosfilirani enzim je inaktivan, a inaktivacija 
traje sve dok se fosfilirani enzim ne hidrolizira. Vrijeme potrebno za spontanu reaktivaciju enzima 
razlikuje se kod različitih organofosfornih spojeva, a općenito je jako je sporo, te kod nekih spojeva i 
ne postoji. Kod nekih organofosfata nakon fosfiliranja enzima može doći do stabilizacije fosfilirang 
enzima, odnosno do ireverzibilne inhibicije (starenje enzima), te je u svrhu ponovne enzimske 
aktivnosti potrebno sintetizirati novu AChE. Karbamati inaktiviraju esteraze na sličan način kao i 
organofosfati, no karbamilirane esteraze se brže hidroliziraju i reaktiviraju. 
 Djelovanje organofosfornih pesticida kao specifičnih inhibitora aktivnosti AChE poznato je još 
od 1961. godine (Hobbiger, 1961). Otada je aktivnost AChE kao biološki biljeg izloženosti 





kralježnjaka. Također, u gujavica je inhibicija aktivnosti AChE jedan od najistraživanijih biljega. 
Promjena AChE aktivnosti nakon izlaganja gujavica pesticidima i metalima detektirana je u mnogim 
istraživanjima: nakon izlaganja olovu i uranu (Labrot i sur., 1996), klorpirifosu i diazinonu (Booth i 
sur., 1998), karbarilu (Ribera i sur., 2001; Gambi i sur., 2007), cinku, olovu i kadmiju (Łaszczyca i sur., 
2004), azodrinu (Venkateswara Rao i Kavitha, 2004), klorpirifosu (Venkateswara Rao i Kavitha, 2004; 
Reinecke i Reinecke, 2007; Collange i sur., 2010), profenofosu (Chakra Reddy i Venkateswara Rao, 
2008), klorpirofos-etilu, metaksilu i miklobutanilu (Schreck i sur., 2008), temefosu (Hackenberger i 
sur., 2008), endosulfanu, temefosu, malationu i pirimifos-metilu (Stepić i sur., 2013), formalinu (Velki 
i sur., 2013). 
 
1.2.2. Aktivnost karboksilesteraze (CES, EC 3.1.1.1) 
 
 Karboksilesteraza (CES) je enzim koji katalizira hidrolizu estera i tioestera ili amidnih skupina 
karboksilnih kiselina. Kako karboksilesteraza pripada skupini serinskih esteraza, inhibiraju je 
organofosforni spojevi mehanizmom analognim inhibiciji AChE. Ovaj enzim igra značajnu ulogu u 
metabolizmu i detoksikaciji mnogih pesticida i lijekova. CES hidrolizira piretroidne pesticide 
(Wheelock i sur., 2004) te se stehiometrijski veže na karbamatne (Sogorb i Vilanova, 2002) i 
organofosforne pesticide (Casida i Quistad 2004). Primjerice, karboksilesteraza može detoksicirati 
malation jer hidrolizom nastaje slobodna -OH skupina pa taj spoj također više nije inhibitor AChE. S 
obzirom na važnost ovog enzima u metaboliziranju različitih spojeva, te povezanost povišene razine 
aktivnosti CES s razvojem otpornosti na pesticide i druge kemijske spojeve koji se koriste u 
poljoprivredi, interes za proučavanje funkcije, distribucije i selektivnosti CES u različitim organizmima 
se povećava.  
 CES hidroliziraju karboksilne estere u procesu koji se sastoji od dva koraka i uključuje 
stvaranje i razgradnju acil-enzim intermedijera. Katalitički nukleofilni serin se prvo aktivira i generira 
nukleofil kisika, koji tada napada karbonilni ugljik esterskog supstrata, što vodi ka stvaranju acil-
enzim intermedijera. Produkt hidrolize alkohola se zatim otpušta te se podvrgava nukleofilnom 
napadu vode, što dovodi do otpuštanja karboksilne kiseline i povratka katalitičke aminokiseline u 
svoje prvobitno stanje. S obzirom da ulazi u interakciju s organofosfatima (Satoh i Hosokawa, 2000), 
karbamatima (Gupta i Dettbarn 1993) i piretroidima (Casida i sur., 1983), CES ima važnu ulogu u 
učinkovitosti pesticida i njihovoj detoksikaciji (Wheelock i sur., 2005). 
 Organofosfati i karbamati inhibiraju aktivnost AChE te kao rezultat nakupljanja 





stehiometrijski vežu na CES što je navelo nekoliko istraživača na zaključak da CES služi kao spremnik 
za pesticida kako bi se zaštitila AChE od organofosfatima i karbamatima posredovane toksičnosti 
(Gupta i Kadel 1990; Maxwell i sur. 1994; Yang i Dettbarn, 1998; Dettbarn i sur. 1999; Sweeney i 
Maxwell 1999; Kuster 2005). Razgradnja piretroida pomoću CES je jedan od glavnih detoksikacijskih 
puteva za ovu skupinu pesticida u sisavcima (Casida 1980) i kukcima (Davies 1985).  
 CES se nalazi u gotovo svim organizmima, iako rijetko u kukcima (Gopalan i sur., 1997; Sogorb 
i Vilanova, 2002), što je i glavni razlog osjetljivosti kukaca na izloženost piretroidnim pesticidima. 
Promjena u aktivnosti ovog enzima predložena je kao biološki biljeg izloženosti organofosfatima (i 
karbamatima) (Escartín i Porte, 1997; Galloway i sur., 2002; Thompson i sur., 1995), iako je manje 
proučavana u odnosu na aktivnost AChE. Tako je i u gujavicama, u odnosu na aktivnost AChE, 
aktivnost CES kao biljeg za detekciju izloženosti pesticidima puno slabije istražena. U nekoliko studija 
je detektirana inhibicija CES u gujavica nakon izlaganja organofosfatima (Sanchez-Hernandez i sur., 
2009; Sanchez-Hernandez i Wheelock, 2009; Vejares i sur., 2010). U preglednom članku Wheelock i 
sur. (2008) pokazano je da su u različitim organizmima CES često osjetljivije na inhibiciju 
organofosfatima u odnosu na kolinesteraze. 
 
1.2.3. Aktivnost katalaze (CAT, EC 1.11.1.6) 
 
 Katalaza (CAT) je hematin-sadržavajući enzim prisutan u peroksisomima gotovo svih aerobnih 
stanica. Ovaj enzim služi za zaštitu stanica od toksičnih učinaka vodikovog peroksida katalizirajući 
njegovu razgradnju na molekularni kisik i vodu bez nastajanja slobodnih radikala. Vodikov peroksid 
pripada skupini kemijski reaktivnih spojeva koji se nazivaju reaktivni spojevi kisika (eng. „Reactive 
Oxygen Species“, ROS). ROS imaju mnoge učinke na stanični metabolizam i igraju važnu ulogu u 
apoptozi, indukciji obrambenih gena i mobilizaciji ionskih transportnih sustava, redoks signalizaciji 
itd. (Rada i Leto, 2008), no u prekomjernoj količini su vrlo toksični te ukoliko se brzo i učinkovito ne 
uklone iz stanice mogu oštetiti široki spektar makromolekula. ROS mogu oštetiti DNA, uzrokovati 
oksidaciju masnih kiselina u lipidima (lipidna peroksidacija), uzrokovati oksidaciju aminokiselina u 
proteinima (nastajanje karbonilnih proteina), inaktivirati specifične enzime oksidacijom kofaktora 
itd., te u konačnici dovesti do smrti stanice. 
 Glavni izvor ROS in vivo je aerobna respiracija, a također mogu nastajati i peroksisomalnom 
β-oksidacijom masnih kiselina, mikrosomalnim citokrom P450 metabolizmom ksenobiotika, 
stimulacijom fagocita patogenima ili lipopolisaharidima, metabolizmom arginina i tkivno specifičnih 





antioksidativne obrane koji se sastoji od enzimske i neenzimske komponente (Sies, 1993). 
Antioksidativni enzimi poput superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), glutation peroksidaze (GPX) 
i glutation reduktaze (GR) neophodni su u detoksikaciji radikala do nereaktivnih molekula (Van der 
Oost i sur., 2003). Nisko-molekularni antioksidansi poput glutationa (GSH), β-karotena (vitamin A), 
askorbinske kiseline (vitamin C), α-tokoferola (vitamin E) čine neenzimatsku komponentu 
antioksidativne obrane i također sudjeluju u procesu uklanjanja oksiradikala (Van der Oost i sur., 
2003). Međutim, mnoga zagađivala (uključujući pesticide) dovode do poremećaja u ravnoteži 
oksidacijsko-redukcijskih procesa prekomjernim stvaranjem ROS koje stanični homeostatski 
mehanizmi nisu u stanju neutralizirati što u organizmima uzrokuje pojavu oksidativnog stresa (Kelly i 
sur., 1998).  
 Molekula CAT je tetramer sastavljen od četiri polipeptidna lanca (četiri podjedinice), pri čemu 
svaka podjedinica sadrži hem prostetičku grupu u katalitičkom centru. Vrlo rigidina i stabilna 
struktura CAT otporna je na odmotavanje, što ju čini iznimno stabilnim enzimom koji je otporniji na 
pH, denaturaciju i proteolizu u odnosu na većinu drugih enzima. CAT razgrađuje vodikov peroksid u 
dva stupnja, pri čemu vodikov peroksid naizmjence oksidira i reducira hem željezo u aktivnom 
mjestu. Većina vodikovog peroksida koji se proizvede tijekom staničnog oksidativnog metabolizma 
dolazi od raspada superoksidnog aniona, jednog od najštetnijih radikala. SOD katalizira konverziju 
dva takva radikala u vodikov peroksid i kisik. CAT pomaže i u sprječavanju konverzije vodikovog 
peroksida u hidroksi radikale, potencijalno opasne molekule koje mogu napasti i uzrokovati mutaciju 
DNA molekule. CAT je jedan od glavnih enzima za uklanjanje slobodnih radikala, pa regulacija ovog 
enzima ponajviše ovisi o oksidativnom statusu stanice. Stoga praćenje aktivnosti ovog enzima kao 
biljega oksidativnog stresa može biti vrijedan instrument u praćenju utjecaja zagađenja. 
 Aktivnost CAT je osjetljiva na izloženost zagađivalima koja uzrokuju oksidativni stres, poput 
polikloriranih bifenila i nekih pesticida (Livingston, 1991), te se koristi kao biološki biljeg oksidativnog 
stresa (Winston i Di Giulio, 1991). Istraživanja djelovanja zagađivala na aktivnost CAT u gujavica 
pokazala su da je promjena aktivnosti ovog enzima važan biološki biljeg izloženosti organizama 
pesticidima i metalima (Saint-Denis, 1998; Łaszczyca i sur., 2004; Antunes i sur., 2008). Schreck i sur. 
(2008) su upotrebom testa s umjetnim tlom istraživali djelovanje insekticida i fungicida na gujavicu 
Aporrectodea caliginosa nocturna te su 3 dana nakon izlaganja fungicidima detektirali značajno 
povećanje aktivnosti CAT, a nakon 14 dana izlaganja insekticidima i/ili fungicidima su zabilježili 
značajnu inhibiciju aktivnosti CAT. Snižene vrijednosti CAT mogu se pripisati velikoj proizvodnji 
superoksid anion radikala za kojeg se zna da inhibira aktivnost CAT u slučaju prekomjerne 





značajne promjene (i smanjenje i povećanje) aktivnosti CAT, a povećanje aktivnosti CAT detektirano 
je i nakon izlaganja željezu i cinku (Antunes i sur., 2008; Labrot i sur., 1996). 
 
1.2.4. Aktivnost glutation S-transferaze (GST, EC 2.5.1.18) 
 
 Glutation S-transferaza (GST) je citosolni enzim koji ima veliku važnost zbog svoje uloge u 
kataliziranju konjugacije različitih endogenih i egzogenih elektrofilnih supstrata s tripeptidom 
glutationom (GSH). Konjugacija se odvija adicijom glutation iona na dvostruku vezu, razlaganjem 
epoksidnog mosta ili supstitucijom halogena ili drugih odlazećih skupina (Stenersen, 1984). Supstrat 
za GST mora zadovoljavati nekoliko osnovnih uvjeta: mora biti do određenog stupnja lipofilan, mora 
sadržavati elektrofilni atom ugljika i mora moći mjerljivo neenzimski reagirati s GSH (Sipes i Gandolfi, 
1991). GST je enzim faze II metabolizma koja se naziva se još i konjugacijskom fazom jer obuhvaća 
biosintetske reakcije između ksenobiotika ili njihovih metabolita iz prve faze s raznim endogenim 
molekulama kao što su glutation (GSH) i glukuronska kiselina (GA) čime se povećava polarnost, a time 
i topivost u vodi, nakon čega se vodotopivi produkti lako izlučuju iz organizma. Enzimi faze II imaju 
vrlo važnu ulogu u održavanju homeostaze kao i u detoksikaciji i ekskreciji mnogih ksenobiotika. 
Uobičajeni put za elektrofilne spojeve i metabolite je konjugacija s GSH, dok je za nukleofilne spojeve 
karakteristična konjugacija s GA (George, 1994). 
 Važnost GST, kao i općenito cjelokupne faze II metabolizma, u detoksikaciji različitih 
zagađivala je vrlo velika. Uključenost GST u detoksikaciju organskih ksenobiotika utvrđena je 70-ih 
godina prošlog stoljeća (Habig i sur., 1974), a promjena u aktivnosti ovog enzima ukazuje na 
promjene u metaboličkim procesima. Također, neki herbicidi poput alaklora, metolaklora i 
propaklora detoksiciraju se formiranjem glutation acetanilid konjugata, a ovu konjugaciju posreduje 
GST (Abdel Salam Aly i Schröder, 2008). Promjena u aktivnosti GST nakon izlaganja pesticidima 
istraživana je kod različitih vrsta gujavica (E. fetida, E. andrei, Ap. caliginosa). Značajno povećanje 
aktivnosti GST u gujavice E. fetida zabilježeno je nakon izlaganja herbicidima fenoksapropu, 
metolakloru i acetokloru (Abdel Salam Aly i Schröder, 2008; Xiao i sur., 2006). Nakon izlaganja 
gujavice Ap. caliginosa organofosfatima diaziononu i klorpirifosu zabilježeno je i povećanje i 
smanjenje aktivnosti GST, ovisno o vremenu izlaganja i koncentraciji pesticida (Booth i sur., 1998). 
Schreck i sur. (2008) detektirali su povećanje aktivnosti GST u gujavice Ap. caliginosa nocturna nakon 
izlaganja insekticidima, dok su Ribera i sur. (2001) zabilježili smanjenu aktivnost GST u gujavice E. 






1.2.5. Koncentracija glutationa (GSH) 
 
 Glutation (GSH) je unutarstanični antioksidans koji ima značajnu ulogu u redoks i 
detoksikacijskim procesima, te učinkovito uklanja ROS u organizmu (Hayes i sur., 2005). GSH služi za 
konjugaciju s ksenobioticima i omogućava njihovo izlučivanje iz organizma, a osim konjugacije sa 
stranim tvarima pomoću GST, GSH djeluje kao reducens, sudjeluje u transportu aminokiselina kroz 
stanične membrane, kofaktor je u nekim enzimskim reakcijama i sudjeluje u reorganizaciji disulfidnih 
veza u proteinima. GSH je tripeptid koji se sastoji od γ-glutamina, cisteina i glicina. Reducirani GSH 
sadrži sulfhidrilnu (SH) skupinu na cisteinskom ostatku, što mu daje karakteristiku snažnog elektron-
donora. Gubitkom elektrona dolazi do stvaranja disulfidnih mostova između dvije molekule GSH i 
molekula postaje oksidirana (GSSG). Omjer GSH:GSSG smatra se indeksom staničnog redoks statusa 
(Schafer i Buettner, 2001). S obzirom da oksidativni stres u stanicama može uzrokovati smanjenje 
koncentracije GSH i povećanje oksidiranog GSSG oblika (Luperchio i sur., 1996), promjene u 
koncentraciji GSH mogu služiti kao biološki biljeg izloženosti zagađivalima koji uzrokuju oksidativni 
stres. 
 Promjena u koncentraciji GSH u gujavica nakon izlaganja zagađivalima zabilježena je u 
nekoliko studija. Maity i sur. (2008) zabilježili su smanjenje koncentracije GSH u gujavice Lampito 
mauritii nakon izlaganja olovu. Rezultati dobiveni u toj studiji u skladu su s rezultatima prijašnje 
studije u kojoj je smanjenje koncentracije GSH u gujavice E. fetida andrei zabilježeno nakon izlaganja 
bezo[a]pirenu (Saint-Denis i sur., 1999). Smanjenje koncentracije GSH u gujavica uočeno je i nakon 
izlaganja perfluorooktanosulfonskoj kiselini (PFOS) (Xu i sur., 2013), dok je povećanje koncentracije 
GSH detektirano nakon izlaganja gujavica živi (Gudbrandsen i sur., 2007). 
 
1.2.6. Aktivnost transmembranskih crpki za izbacivanje ksenobiotika 
 
 Transmembranske crpke za izbacivanje ksenobiotika su transportni proteini uključeni u 
izbacivanje toksičnih supstrata iz stanice u vanjski okoliš, i mogu biti specifične za samo jedan 
supstrat ili pak mogu prenositi niz strukturno raznolikih spojeva. Ovi proteini lokalizirani su u 
citoplazmatskoj membrani i djeluju kao crpke koje izbacuju štetne tvari iz stanice te im smanjuju 
unutarstaničnu koncentraciju na subtoksičnu razinu (Borges-Walmsley i Walmsley, 2001; Saier i 
Paulsen, 2001). Ove transportere posjeduju i prokariotski i eukariotski organizmi (Bambeke i sur., 
2003). U prokariotskim organizmima izbacivanje citotoksičnih spojeva odvija se uglavnom preko crpki 





prokariota, glavni mehanizam izbacivanja toksičnih tvari u eukariota ovisi o proteinima koji energiju 
za transport dobivaju hidrolizom ATP-a. Najčešći transmembranski transportni proteini, članovi 
superporodice ATP-vezujuće kasete (eng. „ATP Binding Cassette“, ABC), su P-glikoprotein (P-gp ili 
ABCB1), proteini povezani s otpornosti na različite lijekove (eng. „multidrug resistance-associated 
proteins“, MRP ili ABCC1-3) i protein otpornosti na rak dojke (eng. „breast cancer resistance protein“, 
BCRP ili ABCG2) (Leslie i sur., 2005; Szakács i sur., 2008). Pokazano je da je P-gp visoko učinkovit u 
izbacivanju supstrata preko membrane u tkivima kralježnjaka i beskralježnjaka (Kurelec i sur., 1992; 
Minier i sur., 1993; Bard i sur., 2000; Smital i sur., 2000; Smital i sur., 2003; Hamdoun i sur., 2004). 
Ovi transportni proteini imaju važnu ulogu u adsorpciji, distribuciji i eliminaciji endogenih metabolita, 
brojnih zagađivala i drugih ksenobiotika. 
 Različite metode koriste se za mjerenje modulacije aktivnosti „efluks“ crpki pomoću 
akumulacije cijelog niza fluorescentnih boja (rodamin B, rodamin 123, kalcein-AM, …) u cjelokupnom 
organizmu, kao i u izoliranim stanicama/tkivima. U gujavica je dokazana prisutnost transportnih 
proteina pomoću akumulacije rodamina B korištenjem poznatih kemomodulatora: inducera 
deksametazona i inhibitora verapamila (Hackenberger i sur., 2012). Također, Bošnjak i sur. (2014) su 
dali podatke o molekularnoj identifikaciji ABC prijenosnika P-gp-a (P-gp/Abcb1), kao jednog od 
predstavnika fenotipa mehanizma multiksenobiotičke otpornosti u gujavici Eisenia fetida. „Efluks“ 
crpke prisutne u organizmima mogu izbacivati različita zagađivala iz stanice, ograničiti apsorpciju 
stranih tvari i time utjecati na konačni učinak pojedinačnih kemijskih tvari, ali i smjesa različitih tvari. 
Stoga se mjerenje promjene u aktivnosti ovih transportera (indukcija ili inhibicija) može koristiti kao 
biljeg izloženosti i služiti kao vrijedan alat u biomonitoringu. Pesticidi su potencijalni modulatori 
aktivnosti „efluks“ crpki, a promjena u njihovoj aktivnosti može dovesti do promjene u konačnom 
učinku pesticida (smanjenje ili povećanje unutarstanične koncentracije pesticida). Dosada nije bilo 
istraživanja modulacije aktivnosti ABC transportera u gujavica, no nekoliko je studija pokazalo da 
organofosfati uzrokuju inhibiciju aktivnosti P-gp-a (Bain i LeBlanc, 1996; Lecoeur i sur., 2006; Porretta 
i sur., 2008). U preglednom članku o djelovanju zagađivala kao inhibitora multiksenobiotičke obrane 
u vodenim organizmima (Smital i sur., 2004) istaknut je ekotoksikološki značaj inhibicije transportera 
za izbacivanje ksenobiotika različitim zagađivalima, uključujući i pesticide koji pokazuju izuzetno visok 









1.3. Istraživani pesticidi 
 
Pesticidi su otrovi sintetičkog ili biološkog porijekla koji se koriste za kontrolu populacija 
različitih vrsta organizama. Područje primjene pesticida vrlo je široko te ima značajnu ulogu u 
poljoprivrednoj proizvodnji, šumarstvu i javnom zdravstvu. No unatoč prednostima upotrebe 
pesticida (kontrola najezda na usjevima, kontrola vektora bolesti, kontrola invazivnih vrsta, itd.), 
postoje značajne štete povezane s upotrebom pesticida jer su mnogi pesticidi toksični za neciljne 
organizme, pa njihova neodgovarajuća primjena može imati štetne posljedice. Danas se u upotrebi 
pored neselektivnih nalazi i veći broj selektivnih pesticida. Iako selektivni pesticidi nominalno djeluju 
na točno određenu skupinu organizama (jednu ili nekoliko vrsta), i iako se selektivni pesticidi često 
definiraju kao neštetni za druge organizme, oni su za druge organizme najčešće samo manje štetni. 
Upotreba neselektivnih pesticida donosi veći rizik jer sličnim, jednakim ili čak većim intenzitetom 
djeluju na neciljne organizme. 
Veliki broj različitih zagađivala, uključujući pesticide, u okolišu se nalaze u vrlo malim 
(subefektnim) koncentracijama. Iako se dugo smatralo da subefektne koncentracije toksičnih tvari 
nemaju učinka na organizme, danas je poznato da takve koncentracije toksičnih tvari mogu dovesti 
do učinka suprotnog od onog kojeg uzrokuju pri većim koncentracijama, odnosno do pojave 
hormetičkog učinka (Calabrese, 2008). Dosadašnja istraživanja su pokazala da je takav učinak, tj. 
hormetički model ovisnosti odgovora o koncentraciji, u toksikologiji puno uobičajeniji od graničnog 
modela (Calabrese i Baldwin, 2003). Stoga je prilikom istraživanja djelovanja pesticida osobito važno 
testirati i subefektne koncentracije (tzv. hormetičke koncentracije). Hormetički učinak na biljege 
gujavica dosada je zabilježen u nekoliko studija: hormetički učinak organofosfata temefosa 
(Hackenberger i sur., 2008) i formalina (Hackenberger i sur., 2012) na aktivnost AChE, bifazni odgovor 
AChE, CES i CAT (statistički neznačajan) u gujavicama uzorkovanih s područja zagađenih cinkom, 
olovom i kadmijem (Łaszczyca i sur., 2004), hormetički učinak kadmija na aktivnost CAT i SOD (Zhang i 
sur., 2009). 
U ovoj disertaciji proučavani su učinci tri pesticida: dimetoata, pirimifos-metila i 
deltametrina. Upotreba ovih pesticida dozvoljena je u Hrvatskoj i ostalim zemljama Europske unije, te 
su među najčešće korištenim neselektivnim insekticidima. Osim zbog učestale primjene, ovi pesticidi 
su odabrani i zbog skupine kojoj pripadaju (s obzirom na kemijsku građu i mehanizam toksičnog 
djelovanja). Organofosforni pesticidi, kojima pripadaju dimetoat i pirimifos-metil, u upotrebi su od 
1930-ih godina te su među najčešće korištenim insekticidima. Piretroidi, kojima pripada deltametrin, 





povećala tijekom posljednjih godina, te se često koriste kao zamjena za organofosforne insekticide. U 
istraživanju učinaka ovih pesticida korištene su formulacije za komercijalnu upotrebu. Formulacije 
pesticida sadrže aktivni sastojak (kemijski spoj koji ima specifičan učinak na ciljni organizam), te 
sastojke kao što su otapala, površinski aktivne tvari, nosači, antioksidansi koji poboljšavaju svojstva 
pesticida za skladištenje, rukovanje, primjenu, učinkovitost i sigurnost. Pripravci pesticida korišteni u 
istraživanju prikazani su u Tablici 2. 
 
Tablica 2. Popis pripravaka pesticida korištenih u istraživanju. 
KOMERCIJALNI PRIPRAVAK AKTIVNI SASTOJAK
KONC. AKTIVNOG 
SASTOJKA
VRSTA SPOJA MEHANIZAM DJELOVANJA
(Chromos Agro d.d., Zagreb)
(Syngenta Agro d.o.o., Zagreb)
 (Chromos Agro d.d., Zagreb)




Rotor 1,25 EC deltametrin 12.5 g/L insekticid (piretroid)
pobuđivanje natrijevih i kalijevih 
kanala neurona i usporavanje 
njihova zatvaranja tijekom faze 
depolarizacije






1.3.1. Fizikalno-kemijska svojstva dimetoata 
 
Dimetoat je organofosfat koji ima izraženo kontaktno, gastrointestinalno i inhalacijsko 
djelovanje (WHO, Dimethoate, 1989). Ovaj insekticid se koristi za kontrolu širokog spektra kukaca i 
grinja. Uz sustavno ima izraženo i kontaktno djelovanje, tako da se koristi za suzbijanje kukaca koji 
sišu (lisne i štitaste uši, stjenice, tripsi itd.) i grizu (maslinova mušica i moljac, trešnjina muha, šljivine 
osice, različitih vrsta gusjenice, voćna muha, itd.). 
Glavni mehanizam djelovanja je inhibicija aktivnosti AChE. S obzirom da je na atom fosfora 
vezan sumpor, dimetoat je posredni inhibitor AChE aktivnosti, odnosno mora se metabolički aktivirati 
u svoj oksianalog (dimetokson). Dimetoat je umjereno toksičan unosom u organizam gutanjem, 
udisanjem i apsorpcijom preko kože. Kao i svi organofosfati, dimetoat se lako apsorbira kroz kožu 
(Secaucus, 1991). Prema otrovnosti dimetoat se svrstava u III. skupinu otrova. Sisavci brzo 
metaboliziraju dimetoat, dok ga ptice metaboliziraju puno sporije te je za njih dimetoat jako toksičan. 






Dimetoat je biorazgradiv, a zbog dobre topivosti u vodi slabo se adsorbira na čestice tla, te 
može biti podložan znatnom ispiranju (Howard, 1991; Kamrin, 1997). Podložan je razgradnji 
hidrolizom, osobito u alkalnim tlima, te isparavanju sa suhih površina tla. Nije perzistentan, 
zabilježeno vrijeme poluraspada u tlu iznosi od 4 do 16, pa sve do 122 dana, a kao reprezentativna 
vrijednost može se uzeti 20 dana (Howard, 1991; Wauchope i sur., 1992). Razgradnja se odvija brže u 
vlažnim tlima. U vodi se ne očekuje da će se adsorbirati na sediment ili suspendirane čestice, niti da 
će se akumulirati u vodenim organizmima. Podložan je značajnoj hidrolizi, osobito u alkalnim 








Kemijski naziv prema IUPAC-u: O,O-dimetil S-metilkarbamoilmetil fosforoditioat 
Kemijska formula:  C5H12NO3PS2 
CAS registarski broj:  60-51-5 
Molarna masa:   229.3 g/mol 
Fizikalno stanje:  sivo-bijela kristalna krutina 
Gustoća:   1.30 g/cm3 
Topivost u vodi:   25 g/L (21 °C) 
Topivost u drugim otapalima:  topiv u metanolu i cikloheksanu; slabo topiv u alifatskim 
ugljikovodicima, aromatskim ugljikovodicima, dietil eteru, ugljikovom  
    tetrakloridu, heksanu i ksilenu; jako topiv u kloroformu i benzenu 
Talište:     43 – 45 °C 
Tlak para:    1.1 mPa (25 °C) 
Particijski koeficijent (log Kow): 0.6990 









1.3.2. Fizikalno-kemijska svojstva pirimifos-metila 
 
Pirimifos-metil je organofosfat s izraženim fumigantnim, kontaktnim i gastrointestinalnim 
djelovanjem (WHO, Pirimiphos-methyl, 1983). Ovaj insekticid se koristi u voćarstvu, ratarstvu i 
povrtlarstvu za kontrolu štitastih i lisnih uši, tripsa, lisnih buha, voćne mušice itd., a djeluje i na grinje. 
Učinkovit je i u kontroli organizama u skladištima stoga se često primjenjuje za tretiranje 
uskladištenih žitarica. 
Kao i kod svih organofosfata, glavni mehanizam djelovanja je inhibicija aktivnosti AChE. S 
obzirom da je na atom fosfora vezan sumpor, pirimifos-metil je posredni inhibitor AChE aktivnosti, 
odnosno mora se metabolički aktivirati u svoj oksianalog (pirimifos-metilokson). Prema otrovnosti se 
svrstava u III. skupinu otrova. Detoksikacija pirimifos-metila i izlučivanje u sisavaca se odvija brzo. 
Pirimifos-metil pokazuje širok raspon toksičnosti za ribe, od umjerene do jake toksičnosti. Relativno 
visoka toksičnost za ptice je povezana s nedostatkom esteraza koje hidroliziraju pirimifos-metilokson. 
Jako je toksičan za slatkovodni zooplankton. 
Pirimifos-metil ima translaminarno djelovanje kada se prska na biljke, kratku perzistentnost 
na biljkama koje rastu i dugu perzistentnost na inertnim površinama, uključujući i uskladištene 
žitarice. Ima potencijal za bioakumulaciju, slabo je perzistentan u tlu i u vodi. Pri kiselom pH se brzo 
hidroliza, dok je kod neutralnog i bazičnog pH relativno stabilan. Patakioutas i sur. (2002) su 
proučavali degradaciju pirimifos-metila u obrađenim i neobrađenim tlima te su zabilježili vrijeme 











Kemijski naziv prema IUPAC-u: O-2-dietilamino-6-metilpirimidin-4-il-O,O-dimetil fosforotioat 
Kemijska formula:  C11H20N3O3PS 





Molarna masa:   305.33 g/mol 
Fizikalno stanje:  tekućina žute boje 
Gustoća:   1.147 g/cm3 
Topivost u vodi:   5 mg/L (30 °C) 
Topivost u drugim otapalima:  jako topiv u većini organskih otapala 
Talište:     15 – 18 °C 
Tlak para:    1,5 x 10-2 Pa (30 °C) 
Particijski koeficijent (log Kow): 4.2 
Adsorpcijski koeficijent (Koc): 1100 
 
1.3.3. Fizikalno-kemijska svojstva deltametrina 
 
 Deltametrin je piretroidni insekticid širokog spektra djelovanja s izraženim kontaktnim i 
gastrointestinalnim djelovanjem, te se smatra najsnažnijim sintetičkim piretroidom (Bradbury i Coats, 
1989). Učinkovit je u vrlo niskim dozama, te ima dugo rezidualno djelovanje. Koristi se za suzbijanje 
jabučnog, breskvinog i šljivinog savijača, kruškine buhe, grozdovih moljaca, lisnih uši, lisnih sovica, 
tripsa duhana, repičinog sjajnika, štitastog moljca itd. 
 Deltametrin je sintetski insekticid koji se strukturno temelji na prirodnim piretrinima koji 
paraliziraju živčani sustav kukaca (Hugh i Hoffman, 1990). Mehanizam djelovanja piretroida temelji se 
na pobuđivanju natrijevih i kalijevih kanala neurona i usporavanja njihova zatvaranja tijekom faze 
depolarizacije (Stenersen, 2004). Na temelju biokemijske aktivnosti i simptoma toksičnosti razlikuje 
se tip I i tip II piretroida. Deltametrin pripada tipu II kojeg karakterizira posjedovanje α-cijano grupe 
koja inducira dugotrajnu inhibiciju zatvaranja ionskih kanala tijekom faze depolarizacije. To dovodi do 
produljene propusnosti živčanih stanica za natrij i serije ponavljajućih živčanih signala u osjetilnim 
organima, osjetilnim živcima i mišićima (WHO, 1990; Joy, 1994). Deltametrin, i općenito piretroidi 
tipa II, osim na natrijeve također mogu utjecati i na druge ionske kanale u živčanom sustavu, 
vjerojatno ovisno o fosforilacijskom stanju (Burr i Ray, 2004; Ray i Fry, 2006). Mehanizam djelovanja 
piretroida isti je i za ciljne i za neciljne organizme (Leake i sur., 1985), međutim piretroidi su manje 
toksični za sisavce u odnosu na kukce zbog više temperature tijela, veće veličine tijela i smanjene 
osjetljivosti ionskih kanala (Bradberry i sur., 2005; Ray i Fry, 2006). Prema otrovnosti deltametrin se 
svrstava u III. skupinu otrova. U laboratorijskim uvjetima utvrđeno je da je deltametrin jako toksičan 
za niz vodenih organizama poput vodozemaca, školjkaša i raznih oblika planktona. Iako su 





S obzirom da djeluje štetno na vodene biljojedne kukce, njegova primjena može posredno uzrokovati 
širenje cvijeta algi. Toksičan je za pčele. Fitotoksičnost nije zabilježena. 
 Deltametrin nije mobilan u okolišu zbog jake adsorpcije na čestice, netopivosti u vodi i niskih 
koncentracija koje se primjenjuju za kontrolu organizama u okolišu. Vrijeme poluraspada 
deltametrina u 2 različita tipa tla bilo je između 11 i 19 dana (International Programme on Chemical 







Kemijski naziv prema IUPAC-u: (S)-cijano-3-fenoksifenil-metil(1R,3R-3-(2,2-dibromoetenil)-2,2-
dimetil- ciklopropan-1karboksilat 
Kemijska formula:  C22H19Br2NO3 
CAS registarski broj:  52918-63-5 
Molarna masa:   505.21 g/mol 
Fizikalno stanje:  prah bijele ili svjetlo bež boje 
Gustoća:   1.5 g/cm3 
Topivost u vodi:   0.002-0.0002 mg/L  
Topivost u drugim otapalima:  topiv u kerozinu i izoalkanima, u acetonu, beneznu, ksilenu, dimetil  
    sulfoksidu, cikloheksanonu, toluenu 
Talište:     98 – 101 °C 
Tlak para:    2 x 10-8 mPa (25° C) 
Particijski koeficijent (log Kow): 4.6 











1.3.4. Dosadašnja istraživanja toksičnih učinaka dimetoata, pirimifos-metila i deltametrina 
na gujavice 
  
 Prilikom istraživanja toksičnih učinaka pesticida molekularni i biokemijski biljezi su od iznimne 
važnosti jer nepobitno pokazuju učinak na organizam, pružaju rano tj. pravovremeno upozorenje na 
izloženost zagađivalu, te se često u kontaminiranim organizmima mogu detektirati dulje vrijeme, dok 
se detekcija pesticida u okolišu može pokazati kao neuspješna zbog njihove brze razgradnje (Fulton i 
Key, 2001). Postoje mnogobrojna istraživanja utjecaja različitih zagađivala (uključujući pesticide) na 
gujavice korištenjem biljega različitih razina biološke organizacije, od molekularnih i staničnih biljega 
do populacijskih biljega (Luo i sur., 1999; Zang i sur., 2000; Booth i sur., 2001; Venkateswara Rao i 
sur., 2003; Capowiez i sur., 2006; Gastaldi i sur., 2007; Reinecke i Reinecke, 2007; Hackenberger i 
sur., 2008; Olvera-Velona i sur., 2008; Schreck i sur., 2008; Capowiez i sur., 2010; Li i sur., 2011; Cao i 
sur., 2012; Mo i sur., 2012; Wu i sur., 2012; Calisi i sur., 2013; Leveque i sur., 2013; Xu i sur., 2013; 
itd.). Unatoč tome, dosada se samo nekoliko studija bavilo istraživanjem utjecaja dimetoata, 
deltametrina i pirimifos-metila na gujavice, posebice na razini biokemijskih i molekularnih biljega.  
 Djelovanje dimetoata na gujavice opisano je u nekoliko studija (Dalby i sur., 1995; Kula i 
Larink, 1997; Martikainen, 1996; Santos i sur., 2011a, 2011b; Yasmin i D’Souza, 2007), no samo na 
razini smanjenja rasta i biomase. Iako se djelovanje pirimifos-metila istraživalo na nekim vrstama 
beskralježnjaka i kralježnjaka (npr. Barson i sur., 1992; Mantle i sur., 1997; Crane i sur., 2002; 
Maycock i sur., 2003), nema podataka o učincima pirimifos-metila na gujavice. Učinci nekoliko 
piretroidnih pesticida istraživani su na gujavicama (Tripathi i sur., 2010; Gupta i sur., 2011; Zhou i 
sur., 2011; Wang i sur., 2012a), dok su djelovanje deltametrina proučavali Shi i sur. (2007), te utvrdili 
da deltametrin uzrokuje toksični učinak na rast organizama i aktivnost celulaze kod gujavice E. fetida. 
 Pesticidi odabrani za istraživanje u ovoj disertaciji učestalo se koriste u zemljama Europske 
unije za kontrolu širokog spektra organizama u voćarstvu, ratarstvu, povrtlarstvu i na uskladištenim 
žitaricama, a njihova upotreba predstavlja potencijalni rizik za mnoge neciljne organizme, uključujući 
gujavice. Unatoč tome, dosadašnja istraživanja nisu obuhvatila proučavanje učinaka ovih pesticida na 
gujavice u uvjetima realnog okoliša, te su provedene studije rijetko uključivale proučavanje učinaka 
ovih pesticida na biokemijske i molekularne biljege. S obzirom da promjenama na razini populacije 
mora prethoditi promjena na razini molekula, mjerenjem molekularnih i biokemijskih biljega 
omogućava se detekcija izloženosti zagađivalu prije nego na višim razinama biološke organizacije 
dođe do značajnog ili trajnog oštećenja. Stoga se istraživanje ove disertacije usmjerilo na ranu 





1.4. Statističke metode 
 
 Normalnost distribucije dobivenih rezultata testirana je Shapiro-Wilkovim testom, dok je 
homoscedastičnost podataka, odnosno homogenost varijance, provjerena pomoću Levenovog testa. 
U slučaju kada su testirani parametri bili normalno distribuirani i homoscedastični primijenila se 
parametarska statistika odnosno t-test i analiza varijance (eng. „Analysis of Variance“, ANOVA) pri 
čemu je značajnost razlika između pojedinih uzoraka provjerena adekvatnim post hoc testom. Kada 
testirani parametri nisu bili normalno distribuirani, koristila se neparametarska statistika, odnosno 
Mann-Whitney U test i Kruskal-Wallis test za nezavisne uzorke. Veličina uzorka izračunata je prema 
Zar (1999) u slučaju normalne distribucije podataka, odnosno prema Noether (1987) u slučaju kada 
podatci nisu bili normalno distribuirani. 
Pri statističkoj obradi rezultata posebna se pažnja posvetila realnom značaju α pogreške 
(pogreška tipa I; slučaj u kojem se utvrdi značajan učinak, iako ga zapravo nema) i β pogreške 
(pogreška tipa II; slučaj u kojem se ne utvrdi značajan učinak, iako zapravo postoji) pri statističkom 
odlučivanju, pogotovo u primjeni testova osjetljivim na obje vrste grešaka (npr. t-test). U pravilu je 
razina β pogreške 4 puta veća od α pogreške, što ima značajne posljedice pri upotrebi statističkih 
metoda u procjeni ekološkog rizika. Naime, pri standardnoj upotrebi statističkih testova u znanosti 
cjelokupan dizajn eksperimenata se temelji na što manjoj α pogrešci, dok se β pogrešci ne pridaje 
veći značaj. Međutim, kada su u pitanju toksikološki testovi β pogreška zna biti značajnija u postupku 
odlučivanja. 
Za prilagodbu podataka teorijskim funkcijama koristile su se logističke i Brain-Cousensove 
logističke funkcije. Za opisivanje uobičajenog doza ovisnog odgovora koristila se četiri parametarska 
logistička krivulja koja ima opći oblik: 
b – nagib funkcije 
c – donja asimptota funkcije 
d – gornja asimptota funkcije 
e – točka infleksije funkcije 
Za opisivanje hormetičkog odgovora koristila se pet i četiri parametarska Brain-Cousens 
funkcija koja predstavlja modificirani oblik logističke krivulje. Pet parametarska ima opći oblik: 
b – nagib funkcije 
c – donja asimptota funkcije 
d – gornja asimptota funkcije 
e – točka infleksije funkcije 


















1.5. Ciljevi istraživanja 
 
 U ovoj disertaciji istraživana je višestruka različitost u toksičnim učincima i načinu istraživanja 
toksičnih učinaka tri učestalo korištena insekticida, organofosfata dimetoata i pirimifos-metila i 
piretroida deltametrina, primjenom standardiziranih laboratorijskih testova toksičnosti (kontaktni 
filter papir test i test s umjetnim tlom) i mikrokozmičkog sustava. Glavni ciljevi ove disertacije bili su: 
 
• istražiti učinak organofosfornih pesticida dimetoata i pirimifos-metila i piretroidnog pesticida 
deltametrina na odgovor bioloških biljega gujavica (aktivnost AChE, aktivnost CES, aktivnost 
CAT, aktivnost GST, koncentracija GSH i aktivnost transmembranskih crpki za izbacivanje 
ksenobiotika) primjenom standardiziranih testova toksičnosti (kontaktni filter papir test i test 
s umjetnim tlom) i mikrokozmičkog sustava; 
 
• istražiti potencijalni doprinos poremećaja u ravnoteži oksidacijsko-redukcijskih procesa u 
gujavicama i promjene u vremenu zadržavanja pesticida u gujavicama u toksičnosti pesticida; 
 
• odrediti vrijeme oporavka pojedinih biljega gujavica nakon izlaganja pesticidu; 
 
• utvrditi razlike u stupnju tolerancije različitih vrsta gujavica na izlaganje dimetoatu, pirimifos-
metilu i deltametrinu u standardiziranim testovima toksičnosti (kontaktni filter papir test i 
test s umjetnim tlom) i mikrokozmičkom sustavu, odnosno utvrditi razlike u osjetljivosti vrsta 
na izloženost istraživanim pesticidima; 
 
• istražiti kako će promjene uvjeta pokusa iz pretežno determinističkih (laboratorij) u pretežno 
stohastičke (mikrokozmos) utjecati na odgovor biljega i ponašanje različitih vrsta gujavica; 
 
• istražiti mogućnost pojave hormetičkog učinka istraživanih pesticida na praćene biljege u 
gujavica; 
 
• utvrditi potencijalne razlike u potrebnoj veličini uzorka za detekciju značajnog učinka u 
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3.1. Učinak istraživanih pesticida na biološke biljege gujavica 
 
 Izvedena istraživanja su s jedne strane pokazala da svi istraživani pesticidi mogu uzrokovati 
mjerljive promjene u aktivnosti AChE, CES, CAT, GST, „efluks“ crpki i koncentraciji GSH, ali s druge 
strane da postoje znatne razlike u veličini odgovora na izloženost pesticidima, u zavisnosti ne samo o 
primijenjenim koncentracijama, već i o načinu primjene pesticida tj. o vrsti testa. Tako primjerice 
organofosforni pesticidi dimetoat i pirimifos-metil uzrokuju mjerljive promjene u odgovoru svih 
mjerenih biokemijskih biljega neovisno o načinu primjene, a učinak piretroidnog pesticida 
deltametrina mogao se izmjeriti samo pri testiranju standardiziranim testovima toksičnosti (kontaktni 
filter papir test i test s umjetnim tlom) dok se učinak ekvivalentnih koncentracija primjenom u 
mikrokozmičkom sustavu nije mogao mjerljivo uočiti. Na temelju takvih rezultata postavlja se logično 
pitanje jesu li i zašto nužni testovi toksičnosti temeljeni na mikrokozmičkim sustavima? Naime, iz 
primjera deltametrina je vidljivo da se detektirana toksičnost u standardiziranim testovima ne može 
potvrditi u mikrokozmičkom sustavu. Prema tome se s pravom može tvrditi da, barem kada je u 
pitanju deltametrin, standardizirani testovi toksičnosti pokazuju veću osjetljivost u odnosu na 
mikrokozmički sustav. U klasičnoj ili medicinskoj toksikologiji se pri primjeni toksičnih testova 
posebna pozornost stavlja na smanjivanje mogućnosti nastanka tzv. β greške ili greške drugog 
stupnja. Drugim riječima, kod takvih testiranja je posebno važno da se ne odbaci hipoteza o 
jednakosti kontrolne i izložene skupine organizama iako među njima postoji mjerljiva razlika. Ukoliko 
se prihvati takva nulta hipoteza, a ona u stvarnosti nije istinita, to će značiti da se za ispitivanu tvar 
nije utvrdila toksičnost iako ona realno postoji. U interpretaciji ekotoksikoloških testova ili u sustavu 
zaključivanja za potrebe procjene utjecaja na okoliš, α greška također ima veliku ulogu. Ukoliko se u 
navedenim postupcima dogodi α greška, tj. utvrdi se značajan toksični učinak ispitivane tvari iako ga 
zapravo nema, donijet će se realno neistinit zaključak o utjecaju ispitivane tvari na okoliš. Takve 
greške dovode do suviše restriktivne zakonske regulative, i do cijelog niza pogrešnih procjena i loših 
predikcija. Zbog navedenog, osjetljivost testa nije nužno pozitivna karakteristika testiranja za potrebe 
ekotoksikoloških studija. Uvjeti u mikrokozmičkim sustavima testiranja se maksimalno približavaju 
realnim uvjetima okoliša. Pored usmjerenog načina primjene ispitivane tvari u organizam gujavica, 
mikrokozmički sustavi sadrže i cijeli niz dodatnih čimbenika koji mogu znatno utjecati na parametre 
toksikološkog izlaganja. Procesi na granicama faza, apsorpcija na organske i anorganske čestice tla, 
kemijska i ionska vezanja, vezanje na čestice koje će proći kroz probavilo, itd., čimbenici su koji mogu 
imati različito djelovanje na toksikološka svojstva ispitivane tvari. Neki čimbenici mogu smanjivati 





i povećati (aktivacija, vezanje na čestice koje će proći kroz probavilo, konjugacija na nosač i stvaranje 
spoja s boljim svojstvima prolaska kroz membrane, itd.). Slično kao i kod promatranja biljega različitih 
razina, i testovi se mogu podijeliti na testove visoke osjetljivosti, ali istovremeno male ekološke 
relevantnosti i testove male osjetljivosti i velike ekološke relevantnosti. 
 Zbog učinkovitosti u kontroli širokog spektra organizama i niske toksičnosti za sisavce i ptice, 
piretroidni insekticidi se često koriste kao zamjena za organofosforne insekticide. Uslijed primjene u 
poljoprivredi, hortikulturi, šumarstvu i javnom zdravstvu dolazi do izlaganja i neciljnih organizama 
piretroidnim insekticidima te je važno znati kakav će učinak piretroidni insekticidi imati na ove 
organizme u okolišu. S obzirom da je u standardiziranim testovima toksičnosti uočen mjerljiv učinak 
deltametrina na odgovor biljega, a primjenom ekvivalentnih koncentracija u mikrokozmičkom 
sustavu deltametrin nije uzrokovao mjerljiv učinak, postavlja se pitanje što je dovelo do ovakvog 
rezultata? Jedno od mogućih objašnjenja je sastav komercijalnog pripravka deltametrina korištenog u 
istraživanju. Naime, u korištenom komercijalnom pripravku Rotor 1,25 EC aktivna tvar (deltametrin) 
je zastupljena sa svega 1.25% (12.5 g/L), dok ostatak čini otapalo čija je osnova laka nafta. Poznato je 
da naftni ugljikovodici također mogu djelovati na biokemijske biljege (Spies i sur., 1996; Khan i sur., 
2002; Wang i sur., 2007; Sun Zhou, 2008; Azeez i sur., 2012; 2013), stoga je moguće da je prilikom 
izlaganja korištenjem standardiziranih testova toksičnosti (zatvoreni sustavi) promjena aktivnosti 
mjerenih biljega djelomično bila rezultat djelovanja otapala, dok je u mikrokozmičkom sustavu 
(otvoreni sustav) došlo do hlapljenja i ispiranja otapala, te nije uočena mjerljiva promjena. Iako je 
moguće da bi primjena samo aktivne tvari imala drukčiji učinak, u ekotoksikološkim istraživanjima 
potrebno je istražiti učinak komercijalnih pripravaka koji se koriste u okolišu upravo zbog mogućih 
učinaka ostalih komponenti komercijalnog pripravka. S obzirom na dobivene rezultate, za očekivati je 
da primjena deltametrina u poljoprivredi u preporučenim koncentracijama neće utjecati na aktivnost 
mjerenih biljega u gujavicama.  
 Jedna od prednosti primjene mikrokozmičkih sustava u ekotoksikološkim istraživanjima tla je 
mogućnost korištenja vrsta gujavica iz svih ekoloških kategorija koje će se u mikrokozmosu, kao i u 
okolišu, nalaziti u različitim slojevima tla. Poznato je da zagađivala u okolišu nisu homogeno 
raspodijeljena u tlu i da izloženost organizma u okolišu ovisi u njegovom smještaju u tlu. Za razliku od 
standardiziranih testova toksičnosti, u kojima su pesticidi homogeno raspoređeni u mediju u kojem 
se gujavice izlažu pesticidima, u mikrokozmosu se pesticidi primjenjuju na površinu tla, te je 
koncentracija pesticida različita u različitim slojevima tla i ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima 
pesticida (mobilnost pesticida u tlu, podložnost ispiranju, vezanje na čestice tla itd.). Stoga u 
mikrokozmičkom sustavu izloženost gujavica određenoj koncentraciji pesticida, kao i u okolišu, ovisi o 





gujavica, te je izloženost pesticidu ovisila o načinu života karakterističnim za pojedinu ekološku 
kategoriju. Tako su epigejne vrste, koje žive iznad mineralnog sloja tla, bile izložene većim 
koncentracijama pesticida u odnosu na endogejne vrste koje žive u dubljim slojevima tla. Anecične 
vrste, koje žive u okomitim hodnicima u mineralnom sloju tla, mogu kao i epigejne vrste biti izložene 
relativno velikim koncentracijama pesticida jer se hrane na površini tla. Svakako je bitno naglasiti da 
na koncentraciju pesticida kojoj su gujavice izložene utječe i vrijeme izlaganja, jer uslijed oborina 
dolazi do ispiranja pesticida u dublje slojeve tla. U skladu s ekološkom kategorijom, kao i vremenom 
izlaganja, izmjerene su značajne razlike u odgovoru biljega različitih vrsta gujavica nakon izlaganja 
organofosfornim pesticidima. Neovisno o razlikama u jačini učinka, izlaganje okolišno relevantnim 
koncentracijama organofosfata uzrokovalo je mjerljiv učinak na aktivnost mjerenih biljega u svih 
istraživanih vrsta gujavica, odnosno E. andrei, L. rubellus, O. lacteum i L. terrestris. Odabrani biljezi 
pokazali su se osjetljivim pokazateljima izloženosti istraživanim organofosfornim pesticidima. Osim 
inhibicije AChE i CES aktivnosti, koja je bila očekivana jer organofosfati inhibiraju serinske esteraze, 
nakon izlaganja niskim koncentracijama dimetoata i pirimifos-metila u O. lacteum izmjeren je 
značajan porast aktivnosti ovih enzima, odnosno došlo je do pojave hormetičkog učinka. Hormeza je 
pojava kod koje subefektne koncentracije toksične tvari dovode do suprotnog učinka od onog kojeg 
uzrokuju pri većim koncentracijama (Calabrese, 2008). Pojava hormeze pokazuje da je uslijed 
izloženosti niskim koncentracijama pesticida došlo do kompenzacijskog odgovora organizma 
(Calabrese i Baldwin, 2003). Detekcija hormetičkog učinka u mikrokozmičkom sustavu je od velikog 
značaja za buduća ekotoksikološka istraživanja i biomonitoring tla jer se u realnom okolišu zagađivala 
najčešće nalaze u niskim koncentracijama koje bi mogle dovesti do pojave hormeze. Mjerenje 
biokemijskih biljega omogućava ranu detekciju promjena u sustavu i utvrđivanje neposrednih učinaka 
zagađivala na organizam. Iako nije utvrđena direktna veza između sistemskih biokemijskih promjena 
sa populacijskim promjenama, iznimno velike promjene u odgovoru pojedinih biljega ukazuju na 
mogući utjecaj ovih pesticida i na više razine biološke organizacije. Tako primjerice inhibicija 
aktivnosti AChE od preko 80 % nakon izlaganja organofosfatima može potencijalno dovesti do 
povećanja mortaliteta gujavica jer je AChE ključni enzim u prijenosu živčanog impulsa, a inhibicija 
ovog enzima uzrokuje nakupljanje neurotransmitera acetilkolina što u konačnici dovodi do paralize 
živčanog i mišićnog sustava. Slabiji intenziteti inhibicije aktivnosti AChE ne dovode nužno do 
mortaliteta, no mogu uzrokovati promjene na razini organizma poput histopatoloških, biometrijskih i 
anatomskih promjena. Također, promjene u kretanju i ponašanju gujavica uzrokovane mišićnim 
spazmima mogu dovesti do povećane predacije što neposredno utječe na populacijsku dinamiku. 
Stoga izmjerene promjene u aktivnosti biljega nakon primjene okolišno relevantnih koncentracija 





organofosfornih pesticida u poljoprivredi može imati negativan učinak na populacije gujavica u 
okolišu. 
 Osim primarnog mehanizma djelovanja, toksičnosti pesticida može doprinijeti i poremećaj u 
ravnoteži oksidacijsko-redukcijskih procesa u stanicama, kao i promjene u vremenu zadržavanja 
pesticida u stanici. Poznato je da različite skupine pesticida induciraju oksidativni stres (Banerjee i 
sur., 2001). Pesticidi mogu inducirati stres pomoću nekoliko mehanizama: ulaskom u redoks cikluse 
mogu povećati razine ROS u stanici; u staničnom metabolizmu nekim su pesticidima potrebni 
reducensi što dovodi do smanjivanja antioksidativnog potencijala u stanici; određeni pesticidi mogu 
inaktivirati antioksidativne enzime i također dovesti do smanjivanja antioksidativnog potencijala; 
interferencija s procesima u kojima se dobiva energija može uzrokovati smanjenje metaboličkih 
procesa i detoksikacije; modifikacija osnovnih fizioloških procesa, poput transkripcije i translacije, na 
indirektan način može utjecati na razine ROS u stanici. Aktivnost CAT, antioksidativnog enzima koji 
katalizira razgradnju vodikovog peroksida u molekularni kisik i vodu bez nastajanja slobodnih 
radikala, aktivnost GST, enzima koji ima veliku važnost u detoksikaciji različitih zagađivala, i 
koncentracija GSH, niskomolekularnog antioksidansa, odabrani su kao biljezi oksidativnog stresa. 
Provedeno istraživanje pokazalo je da izlaganje organofosfatima primjenom sva tri sustava testiranja 
toksičnosti dovodi do mjerljivih promjena u odgovoru odabranih biljega, odnosno do pojave 
oksidativnog stresa u gujavicama. Iako se u literaturi uglavnom spominje porast aktivnosti CAT i GST 
kod izlaganja gujavica pesticidima (Booth i sur., 1998; Xiao i sur., 2006; Abdel Salam Aly i Schröder, 
2008; Contardo-Jara i sur., 2008; Schreck i sur., 2008), rezultati dobiveni u ovoj disertaciji nisu uvijek 
bili jednoznačni. Ovisno o pesticidu kojem su gujavice bile izložene, o primijenjenom testu 
toksičnosti, kao i o vremenu izlaganja, postojale su razlike u promjeni aktivnosti ovih enzima, 
odnosno zabilježeno je i povećanje i smanjenje aktivnosti. Slični rezultati dobiveni su i u slučaju 
koncentracije GSH. Zbog brojnih čimbenika koji utječu na aktivnost antioksidativnih enzima vrlo često 
je teško predvidjeti odgovor antioksidansa na izloženost zagađivalu (Regoli i sur., 2003; Van der Oost i 
sur., 2003). Međutim, iako u ovoj disertaciji nije detektirana jednoznačna promjena u mjerenim 
biljezima, izmjerene promjene u odgovoru biljega pokazuju da je oksidativni stres najvjerojatnije 
važan čimbenik toksičnosti istraživanih pesticida. Kako na toksičnost pesticida može znatno utjecati i 
vrijeme zadržavanja pesticida u stanici, važnu ulogu imaju „efluks“ crpke, proteinski transmembranski 
transporteri, koje izbacuju toksične supstrate iz stanice. Promjene u aktivnosti transportnih proteina 
mogu smanjiti ili povećati vrijeme zadržavanja pesticida u stanici i na taj način direktno utjecati na 
toksičnost pesticida. Prisutnost „efluks“ transportera u gujavica prvi puta je dokazana u istraživanju 
Hackenberger i sur. (2012)., a u dosadašnjim istraživanjima nije mjeren utjecaj pesticida na njihovu 





zagađivala, uključujući pesticide, utječu na aktivnost proteina za izbacivanje ksenobiotika. U ovom 
istraživanju, mjerenjem aktivnosti „efluks“ crpki nakon izlaganja dimetoatu i pirimifos-metilu, 
ustanovljeno je da istraživani pesticidi uzrokuju inhibiciju aktivnosti ovih transportera u gujavice E. 
andrei što najvjerojatnije dovodi do smanjenog izbacivanja pesticida iz stanice, odnosno duljeg 
zadržavanja u stanici, što posljedično može dovesti do jačeg toksičnog učinka.  
 
3.2. Oporavak biljega 
 
 Poznavanje vremena oporavka pojedinih biljega iznimno je važno za poznavanje perioda u 
kojem se, nakon izlaganja zagađivalu, može detektirati promjena u organizmu. Naime, poznato je da 
nakon prekida izloženosti organizma određenom stresoru koji je uzrokovao promjene na 
molekularnoj razini, do oporavka molekularnih, biokemijskih, staničnih biljega ne dolazi odmah, već 
je potreban određeni period kako bi se vratili u homeostazu. Vrijeme potrebno za oporavak može 
dati uvid u akutnu i kroničnu toksičnost istraživanog zagađivala, te ovisi o vrsti zagađivala, kao i o 
samom biljegu. Podatci o oporavku pojedinih biljega nužni su, kako za procjenu ekološkog rizika, tako 
i za bilo kakvu predikciju ili rekonstrukciju ekotoksikološkog scenarija. Važno je napomenuti da 
vrijeme oporavka biljega nakon izlaganja zagađivalu ovisi i o djelovanju zagađivala na aktivnost 
„efluks“ crpki. Inhibicija aktivnosti transmembranskih proteina i duže zadržavanje zagađivala u stanici 
može dovesti do potrebe za dužim vremenom oporavka. Prilikom istraživanja oporavka naših biljega 
mjeren je i učinak dimetoata na aktivnost ABC transportera, te je uočeno da izlaganje dimetoatu 
dovodi do značajne promjene u njihovoj aktivnosti što je moglo utjecati i na vrijeme oporavka. Nakon 
početne indukcije aktivnosti ovih transportera, dimetoat je uzrokovao inhibiciju, što potencijalno 
dovodi do dužeg zadržavanja dimetoata u stanici i dužeg vremena oporavka biljega. 
 Nakon izlaganja organofosfatu dimetoatu istražen je oporavak aktivnosti AChE, CES i CAT, te 
se aktivnost AChE pokazala najosjetljivijim biljegom s najdužim vremenom oporavka, iako je u slučaju 
sva tri biljega bio potreban relativno dug period za oporavak. Oporavak aktivnosti kolinesteraze u 
gujavica nakon izlaganja acetanilidnim, karbamatnim i organofosfatnim pesticidima istražen je u 
nekoliko studija (Dell’Omo i sur., 1999; Panda i Sahu, 2004; Aamodt i sur., 2007, Rault i sur., 2008), 
dok su oporavak aktivnosti karboksilesteraze istražili Vejares i sur. (2010). Vrijeme oporavka 
aktivnosti kolinesteraze i karboksilesteraze u tim studijama je bilo sporo, što je u skladu s rezultatima 
dobivenim u ovom istraživanju. Naime, nakon izlaganja 10 puta većoj dozi dimetoata od doze 
preporučene za primjenu u poljoprivredi ni nakon 28 dana nije došlo do potpunog oporavka AChE i 





kontrolnu razinu nakon 14 dana, a aktivnost CES nakon 7 dana. S obzirom da se aktivnost AChE 
pokazala osjetljivijim biljegom, te bi se zbog dužeg vremena moguće detekcije izloženosti moglo 
preporučiti isključivo mjerenje ovog biljega, zbog uloge koju CES ima u metaboliziranju pesticida, u 
budućim istraživanjima djelovanja pesticida svakako bi trebalo uključiti mjerenje oba biljega. Što se 
tiče aktivnosti CAT, izlaganje dimetoatu uzrokovalo je smanjenje aktivnosti CAT koje se potencijalno 
može objasniti prisustvom ROS. Naime, poznato je da prevelika količina superoksidnog aniona dovodi 
do inhibicije aktivnosti CAT (Kono i Fridovich, 1982; Geret i sur., 2002). U ovom je istraživanju prvi 
puta istražen oporavak inhibirane aktivnosti CAT u gujavica, te su rezultati pokazali da je nakon 
izlaganja preporučenoj dozi dimetoata za primjenu u poljoprivredi bilo potrebno 14 dana za potpuni 
oporavak aktivnosti CAT. Kao i u slučaju aktivnosti AChE i CES, nakon izlaganja 10 puta većoj dozi od 
preporučene ni nakon 28 dana nije došlo do potpunog oporavka aktivnosti CAT. Dugo vrijeme 
potrebno za oporavak inhibirane aktivnosti CAT čini ju osjetljivim biljegom na izloženost 
organofosfatu dimetoatu, te zajedno s promjenama u aktivnosti GST i koncentracije GSH pokazuje da 
oksidativni stres potencijalno može značajno doprinijeti toksičnosti dimetoata. 
 
3.3. Razlike u osjetljivosti različitih vrsta gujavica 
 
 Pri procjeni učinka zagađivala na određeni organizam u obzir se mora uzeti i razlika do koje 
mjere može određena vrsta biti izložena zagađivalu (Kelsey i sur., 2005). Naime, zagađivala u okolišu 
nisu homogeno raspodijeljena, već se u različitim kompartmentima, kao i u različitim dijelovima istog 
kompartmenta, mogu pronaći različite koncentracije zagađivala. Stoga će razina izloženosti 
zagađivalu u okolišu ovisiti o smještaju određene vrste u kompartmentu, odnosno u slučaju gujavica 
uvelike ovisi o karakteristikama ekološke kategorije kojoj vrsta pripada. U većini dosadašnjih studija 
koristile su se samo epigejne vrste gujavica zbog jednostavnosti uzgoja i održavanja u laboratorijskim 
uvjetima, no kako razlike u ponašanju i hranjenju mogu dovesti do različite izloženosti zagađivalima, 
u istraživanja je potrebno uključiti i vrste iz drugih ekoloških kategorija, odnosno endogejne i 
anecične vrste gujavica. Također je poznato da postoje razlike u osjetljivosti među vrstama gujavica, 
te je pri istraživanju i procjeni učinka zagađivala na gujavice u okolišu nužno u obzir uzeti i te razlike. 
Vrsta-specifična osjetljivost gujavica iz različitih ekoloških kategorija, u okviru ove disertacije 
istražena je primjenom triju sustava testiranja toksičnosti: u kontaktnom filter papir testu 
uspoređena je osjetljivost E. andrei i O. lacteum na izloženost dimetoatu; u testu s umjetnim tlom 
uspoređena je osjetljivost E. andrei i L. rubellus na izloženost dimetoatu, pirimifos-metilu i 





i L. terrestris na izloženost dimetoatu, pirimifos-metilu i deltametrinu. Rezultati dobiveni 
standardiziranim testovima toksičnosti pokazali su da postoje značajne razlike u osjetljivosti vrsta 
koje pripadaju različitim ekološkim kategorijama, ali i među vrstama koje pripadaju istoj ekološkoj 
kategoriji, što je u skladu s prijašnjim istraživanjima (Ma i Bodt, 1993; Spurgeon i Hopkin, 1996; 
Langdon i sur., 2005). U mikrokozmičkom sustavu je također izmjerena razlika u osjetljivosti među 
istraživanim vrstama, a vrsta-specifične osjetljivosti bile su različite u odnosu na osjetljivosti 
zabilježene primjenom standardiziranih testova toksičnosti. 
 U kontaktnom filter papir testu, s obzirom na veće srednje letalne koncentracije (LC10, LC50, 
LC90) i slabiji učinak dimetoata na odgovor mjerenih biljega, epigejna vrsta E. andrei se pokazala 
manje osjetljivom na izloženost dimetoatu u odnosu na endogejnu vrstu O. lacteum. Slično tome, u 
testu s umjetnim tlom, veće LC vrijednosti i slabiji učinak dimetoata, pirimifos-metila i deltametrina 
na odgovor biljega pokazuju manju osjetljivost epigejne vrste E. andrei u usporedbi s epigejnom 
vrstom L. rubellus. U mikrokozmičkom sustavu nakon izlaganja gujavica preporučenim dozama 
organofosfata, izmjerene su različite osjetljivosti istraživanih vrsta gujavica. O. lacteum pokazala se 
najmanje osjetljivom, a L. terrestris najviše osjetljivom vrstom na izloženost dimetoatu i pirimifos-
metilu. Usporedba odgovora mjerenih biljega nakon izlaganja gujavica pesticidima u standardiziranim 
testovima toksičnosti i u mikrokozmičkom sustavu pokazala je da je vrsta-specifična osjetljivost 
istraživanih vrsta gujavica bila drukčija u standardiziranim testovima toksičnosti u usporedbi s 
mikrokozmosom. Naime, 15 dana nakon izlaganja u umjetnom tlu osjetljivost L. rubellus bila je veća u 
odnosu na E. andrei, dok je nakon 15 dana izlaganja u mikrokozmosu osjetljivost mjerenih biljega bila 
veća u slučaju E. andrei. Slično tome, O. lacteum je imala veću osjetljivost od E. andrei nakon 
izlaganja dimetoatu primjenom kontaktnog filter papir testa, dok su rezultati nakon izlaganja u 
mikrokozmičkom sustavu pokazali veću osjetljivost E. andrei.  
 S obzirom da su uspoređivane osjetljivosti istih vrsta nakon izlaganja istim pesticidima, 
logično je bilo pretpostaviti da će i njihova osjetljivost biti jednaka. Međutim, to se nije dogodilo, pa 
se postavlja pitanje kako je moguće da manje osjetljiva vrsta E. andrei ima veću osjetljivost na 
izloženost pesticidima u mikrokozmosu u odnosu na O. lacteum i L. rubellus? Najvjerojatniji razlog 
tome je drukčiji način izloženosti gujavica, odnosno različite karakteristike primijenjenih sustava 
testiranja toksičnosti. U standardiziranim testovima toksičnosti pesticidi su homogeno raspoređeni i 
sve vrste gujavica su izložene jednakim koncentracijama neovisno o ponašanju tj. ekološkoj kategoriji 
kojoj pripadaju. S druge strane, mikrokozmički sustav se sastojao od okomitog stupca tla u kojem je 
koncentracija pesticida ovisila o karakteristikama pesticida, te je bila različita u različitim slojevima 
(dubinama) tla. Koncentracija pesticida kojoj je pojedina vrsta gujavica bila izložena ovisila je o 





mikrokozmičkom sustavu ukazuju na potrebu razlikovanja dva tipa osjetljivosti vrsta gujavica: 
fiziološku i okolišnu osjetljivost vrste. Fiziološka osjetljivost istražena je primjenom standardiziranih 
testova toksičnosti u kojima su sve jedinke bile izložene istim koncentracijama pod točno određenim 
uvjetima, dok je okolišna osjetljivost istražena primjenom mikrokozmičkog sustava u kojemu su 
postignuti uvjeti bliski uvjetima realnog okoliša. Kao što je pokazano u ovoj disertaciji, fiziološka i 
okolišna osjetljivost iste vrste gujavica može biti različita, te je tu razliku potrebno uzeti u obzir pri 
dizajniranju ekotoksikoloških studija. Fiziološka osjetljivost se ogleda u fiziološkom statusu jedinke i 
ovisi poglavito o fiziološko-biokemijskim čimbenicima organizma, pri čemu se na razmatraju više 
razine. Okolišnoj osjetljivosti temelj je fiziološka osjetljivost, no na njezinu kvantifikaciju utječu 
osobine vrste na višim razinama biološke organizacije. Okolišna osjetljivost vrste predstavlja 
otpornost vrste na izloženost stresoru, te pokazuje kakva će biti sposobnost oporavka populacije na 
izloženost stresoru. S obzirom da okolišna osjetljivost vrste podrazumijeva osjetljivost kompletnog 
fundusa biomase te vrste, podatci o ovoj vrsti osjetljivosti od presudne su važnosti za procjenu 
učinaka pesticida na populacije gujavica u okolišu. 
 
3.4. Usporedba mikrokozmosa i standardiziranih testova toksičnosti 
 
 Iako su i primjenom standardiziranih testova toksičnosti i primjenom mikrokozmosa 
istraživani organofosforni pesticidi uzrokovali mjerljive promjene u aktivnosti mjerenih biljega, 
utvrđene su i određene razlike u njihovom odgovoru. Tako je npr. hormetički učinak izmjeren u 
kontaktnom filter papir testu i mikrokozmičkom sustavu, dok u testu s umjetnim tlom taj fenomen 
nije bilo moguće izmjeriti. Kao što je ranije navedeno, detekcija hormeze u mikrokozmosu je od 
iznimne važnosti jer se zagađivala u okolišu najčešće nalaze u subefektnom rasponu koncentracija u 
kojem dolazi do pojave hormetičkog učinka. Pojava hormeze u mikrokozmičkom sustavu može se 
objasniti ispiranjem pesticida, uslijed imitacije oborina, u dublje slojeve gdje su se onda nalazili u 
nižim, subefektnim, koncentracijama hormetičkog raspona. Tome ide u prilog i činjenica da se 
hormetički učinak u mikrokozmičkom sustavu izmjerio upravo u endogejnoj vrsti O. lacteum koja se 
nalazila u dubljim slojevima. Međutim, postavlja se pitanje zašto hormeza nije izmjerena i u testu s 
umjetnim tlom, posebice jer se zbog izlaganja gujavica u tlu ovaj test drži "realnijim" u usporedbi s 
kontaktnim filter papir testom. Nemogućnost određivanja hormeze u testu s umjetnim tlom 
vjerojatno leži u činjenici da su u kontaktnom filter papir testu gujavice izložene samo preko kože, 
dok se u testu s umjetnim tlom unos pesticida u gujavicu odvija i kroz kožu i preko površine probavila, 





gujavicu. U skladu s tim, bitno se mijenja toksikokinetika i toksikodinamika pesticida. Toksikokinetka, 
odnosno put toksične tvari u organizmu (ADME koncept – apsorpcija, distribucija, metabolizam i 
eliminacija) će biti sporija u slučaju apsorpcije pesticida samo preko kože u usporedbi s apsorpcijom i 
preko kože i preko površine probavila. U vezi s tim dolazi i do promjena u toksikodinamici pesticida, 
odnosno mehanizmima djelovanja zagađivala u organizmu. Naime, intenzitet toksičnog učinka ovisi o 
koncentraciji i vremenu zadržavanja konačnog oblika zagađivala na mjestu djelovanja. Putevi 
prolaska pesticida do mjesta djelovanja bit će bitno drukčiji u ova dva testa, te će prilikom apsorpcije 
samo preko kože vrijeme potrebno da pesticid dođe na ciljno mjesto biti duže. Tijekom tog prijenosa, 
može doći do metaboliziranja pesticida i djelomične eliminacije, ili pak može doći do aktivacije 
staničnih mehanizama za izbacivanje toksičnih tvari (aktivacija transportnih proteina, pojačana 
konjugacija metabolita itd.), tako da u konačnici efektivna koncentracija pesticida može biti manja. 
Stoga primjena ekvivalentnih koncentracija pesticida u ova dva testa rezultira unosom veće količine 
pesticida u slučaju testa s umjetnim tlom, te je koncentracija pesticida prevelika za uzrokovanje 
hormetičkog učinka.  
 Kako bi se moglo utvrditi pruža li nova metoda znatnu prednost u usporedbi s već 
postojećom metodom, jedan od bitnih parametara je podatak o potrebnoj veličini uzorka. Veličina 
uzorka za određeni eksperimentalni dizajn ovisi o varijabilnosti odgovora koji se mjeri, kao i o veličini 
učinka koji se želi statistički značajno izmjeriti. Veća varijabilnost odgovora koji se mjeri može dovesti 
do potrebe za većim brojem uzoraka kako bi se mogla detektirati značajna promjena. A ukoliko je 
potreban veći broj uzoraka, značaj i relevantnost dobivenih rezultata mora opravdati troškove koji 
proizlaze iz većeg uzorka. U svrhu usporedbe dva različita sustava izlaganja gujavica pesticidima, 
provela se usporedba potrebne veličine uzorka u testu s umjetnim tlom i mikrokozmičkom sustavu za 
vrste E. andrei i L. rubellus. Za većinu mjerenih biljega veličina uzorka bila je usporediva, odnosno bio 
je potreban jednak broj uzoraka za detekciju značajnog učinka, što pokazuje da veličina uzorka ne 
predstavlja diskriminacijski čimbenik zbog kojeg bi se mogla dati prednost nekom od sustava 
testiranja. Međutim, u nekoliko je slučajeva (primjerice u slučaju GST aktivnosti u L. rubellus) bio 
potreban veći uzorak u slučaju mikrokozmosa u odnosu na test s umjetnim tlom. Iako veći broj 
uzoraka zahtijeva i veće troškove za provođenje eksperimenta, primjena mikrokozmičkog sustava 
svejedno je opravdana. Naime, primjenom mikrokozmičkog sustava detektirani su učinci pesticida 
koje nije bilo moguće pratiti u standardiziranim testovima toksičnosti, a koji su od iznimne važnosti za 
procjenu učinka zagađivala na gujavice u okolišu. Tako je primjerice u mikrokozmičkom sustavu 
moglo biti praćeno ponašanje gujavica nakon izlaganja pesticidima, te je uočena negativna 
kemotaksija vrste L. rubellus koja se nakon izlaganja najvećim koncentracijama organofosfornih 





jer su povlačenjem u dublje slojeve bile izložene drugačijim koncentracijama u odnosu na izloženost u 
površinskom sloju. S obzirom da su u testu s umjetnim tlom pesticidi homogeno raspodijeljeni, nije 
moguće promatrati ponašanje gujavica kao odgovor na izloženost pesticidima, te nije moguće 
predvidjeti hoće li zbog ponašanja gujavica doći do promjene u izloženosti gujavica pesticidima u 
okolišu. 
 Primjena mikrokozmičkih sustava u ekotoksikološkim istraživanjima tla pruža značajne 
prednosti u odnosu na standardizirane testove toksičnosti poput mogućnosti primjene vrsta gujavica 
iz svih ekoloških kategorija, raspodjele pesticida u tlu ovisno o karakteristikama pesticida, praćenje 
ponašanja gujavica, itd., te na taj način omogućava provođenje eksperimenata u uvjetima bliskim 
uvjetima realnog okoliša. Svakako je važno naglasiti da su mikrokozmički sustavi modelni 
laboratorijski sustavi, a ne ekološki sustavi, te stoga uvjeti u mikrokozmosu nikako nisu identični 
uvjetima u okolišu. Međutim, u mikrokozmičkim sustavima se postižu uvjeti eksperimenta 
maksimalno bliski uvjetima realnog okoliša te su dobiveni rezultati okolišno relevantniji u odnosu na 
rezultate dobivene u standardiziranim testovima toksičnosti. Stoga bi primjena ovakvih 
mikrokozmičkih sustava trebala biti sastavnim dijelom ekotoksikoloških istraživanja tla jer rezultati 
dobiveni u mikrokozmosu mogu pridonijeti kvantifikaciji utjecaja zagađivala na okoliš i povećati 
prediktivnu moć takvih istraživanja za procjenu rizika. S druge strane, standardizirani testovi 
toksičnosti bi se trebali primjenjivati samo kao preliminarni testovi za utvrđivanje mehanizma 
djelovanja i za određivanje raspona koncentracija koje se trebaju testirati u uvjetima bliskim uvjetima 

























• Izlaganje gujavica organofosfornim pesticidima dimetoatu i pirimifos-metilu uzrokovalo je 
mjerljive promjene u odgovoru biljega u svim istraživanim vrstama gujavica i svim 
upotrijebljenim metodama (kontaktni filter papir test, test s umjetnim tlom, mikrokozmički 
sustav). S obzirom da su u testovima upotrijebljene okolišno relevantne koncentracije koje su 
također uzrokovale mjerljiv toksikološki učinak, može se zaključiti sa značajnom statističkom 
sigurnošću da primjena ovih pesticida u poljoprivredi ima mjerljiv toksikološki učinak na 
jedinke gujavica čije bi posljedice mogle eventualno biti mjerljive na razini njihove populacije. 
 
• Izlaganje gujavica deltametrinu tijekom standardiziranih testova toksičnosti, kontaktnog filter 
papir testa i testa s umjetnim tlom, uzrokovalo je mjerljive promjene u odgovoru istraživanih 
biljega. Međutim, izlaganje deltametrinu u mikrokozmičkom sustavu nije uzrokovalo mjerljive 
promjene u odgovoru biljega istraživanih vrsta gujavica. Pretpostavka je da je ova razlika 
posljedica bržeg hlapljenja otapala, čija je osnova nafta, u mikrokozmičkom sustavu. Kako su 
uvjeti u mikrokozmičkom sustavu bliski uvjetima u okolišu, za pretpostaviti je da primjena 
deltametrina u preporučenim koncentracijama u poljoprivredi neće utjecati na odgovor 
biljega gujavica u okolišu. Ovim zaključkom utemeljena je tvrdnja o nužnosti korištenja 
mikrokozmičkog sustava, pogotovo za nove pesticide, kako bi se izbjegla α-greška i kako bi se 
spriječile suviše restriktivne zakonske regulative o primjeni pesticida u okolišu. 
 
• Izlaganje istraživanim pesticidima uzrokovalo je značajne promjene u aktivnosti enzima CAT i 
GST i koncentraciji GSH. Promjena u odgovoru ovih biljega ovisila je o vrsti pesticida kojem su 
gujavice bile izložene, o vrsti primijenjenog testa toksičnosti, kao i o vremenu izlaganja. Iz 
prirode promjena opaženih mjerenjem ovih biljega može se zaključiti da je oksidativni stres 
najvjerojatnije važan čimbenik toksičnosti istraživanih pesticida na gujavice. 
 
• Promjene u aktivnosti ABC proteina mogu smanjiti ili povećati vrijeme zadržavanja pesticida 
u stanici i na taj način direktno utjecati na toksičnost pesticida. Mjerenje aktivnosti ovih crpki 
nakon izlaganja dimetoatu i pirimifos-metilu pokazalo je da istraživani organofosforni 
pesticidi uzrokuju inhibiciju aktivnosti „efluks“ crpki u gujavice E. andrei što najvjerojatnije 
dovodi do smanjenog izbacivanja pesticida iz stanice, te posljedično može dovesti do 







• Podatci o oporavku biljega važni su za poznavanje perioda u kojem se može detektirati 
promjena u organizmu. Vrijeme oporavka istraživanih biljega, aktivnosti AChE, CES i CAT, bilo 
je sporo i nakon izlaganja najvećim koncentracijama dimetoata ni nakon 28 dana nije došlo 
do potpunog oporavka aktivnosti ovih enzima. Aktivnost AChE pokazala se najosjetljivijim 
biljegom na izloženost istraživanim organofosfornim pesticidima s najdužim vremenom 
oporavka. Dugo vrijeme oporavka biljega pokazuje da će i nakon prekida izloženosti 
zagađivalu biti moguće detektirati učinak zagađivala u organizmu mjerenjem promjena na 
nižim razinama biološke organizacije (molekularnoj, biokemijskoj, staničnoj). Stoga se može 
zaključiti da je pri dizajniranju monitoringa zagađenja okoliša pomoću biljega nužno u obzir 
uzeti vrijeme oporavka biljega i na taj način optimizirati dinamiku uzorkovanja i/ili izlaganja 
pokusnih organizama u okolišu. 
 
• Usporedba osjetljivosti vrsta gujavica u kontaktnom filter papir testu i testu s umjetnim tlom 
pokazala je da je epigejna vrsta E. andrei manje osjetljiva na izloženost istraživanim 
pesticidima u odnosu na endogejnu vrstu O. lacteum i epigejnu vrstu L. rubellus. 
 
• U mikrokozmičkom sustavu O. lacteum pokazala se najmanje osjetljivom, a L. terrestris 
najviše osjetljivom vrstom na izloženost dimetoatu i pirimifos-metilu. Ovaj rezultat 
najvjerojatnije proizlazi njihove iz izloženosti različitim koncentracijama pesticida. Naime, 
endgojena vrsta O. lacteum se nalazila u dubljim slojevima tla, dok je anecična vrsta L. 
terrestris, iako ima okomite hodnike u mineralnom sloju tla, zbog hranjenja na površini tla 
bila izložena relativno velikim koncentracijama pesticida. 
 
• Postoji mjerljiva razlika u odgovoru biokemijskih biljega gujavica između pokusa koji se 
provode u pretežno determinističkim uvjetima (standardizirani testovi toksičnosti) i pokusa 
koji se provode u pretežno stohastičkim uvjetima (mikrokozmički sustavi) što je posljedica 
drukčijih čimbenika izlaganja. 
 
• Vrsta-specifična ovisnost istraživanih vrsta gujavica nakon izlaganja organofosfatima 
dimetoatu i pirimifos-metilu razlikovala se ovisno o primijenjenom sustavu testiranja 
toksičnosti, odnosno osjetljivost vrsta bila je drukčija u standardiziranim testovima 
toksičnosti (kontaktnom filter papir testu i testu s umjetnim tlom) u usporedbi s 





fiziološku i okolišnu osjetljivost vrste. Fiziološka osjetljivost (istražena pod točno određenim 
uvjetima primjenom standardiziranih testova toksičnosti) se ogleda u fiziološkom statusu 
jedinke i ovisi poglavito o fiziološko-biokemijskim čimbenicima organizma. Okolišnoj 
osjetljivosti (istražena u uvjetima bliskim uvjetima realnog okoliša primjenom mikrokozmosa) 
temelj je fiziološka osjetljivost, no na njezinu kvantifikaciju utječu osobine vrste na višim 
razinama biološke organizacije, prije svega na populacijskim razinama. 
 
• Nakon izlaganja organofosfornim pesticidima u mikrokozmičkom sustavu uočena je 
negativna kemotaksija vrste L. rubellus. Nakon izlaganja najvećim koncentracijama 
organofosfornih pesticida ova vrsta se povlačila u dublje slojeve tla. S obzirom da su u testu s 
umjetnim tlom pesticidi homogeno raspodjeljeni, nije moguće promatrati ponašanje gujavica 
kao odgovor na izloženost pesticidima, te nije moguće predvidjeti hoće li zbog ponašanja 
gujavica doći do promjene u izloženosti gujavica pesticidima u okolišu. Negativna kemotaksija 
u mikrokozmičkom sustavu je dovela do nehomogene izloženosti ove vrste istraživanim 
pesticidima što posebno naglašava potrebu poznavanja biologije, ekologije i etiologije vrsta 
koje se upotrebljavaju u mikrokozmičkim eksperimentima. 
 
• Hormetički učinak istraživanih organofosfornih pesticida na aktivnost AChE i CES izmjeren je 
u kontaktnom filter papir testu i mikrokozmičkom sustavu. Nemogućnost detekcije hormeze 
u testu s umjetnim tlom vjerojatno leži u činjenici da su u kontaktnom filter papir testu 
gujavice izložene samo preko kože, dok se u testu s umjetnim tlom unos pesticida u gujavicu 
odvija i kroz kožu i preko površine probavila, što dovodi do promjene u toksikokinetici i 
toksikodinamici pesticida. U slučaju mikrokozmosa, zbog sličnosti s uvjetima realnog okoliša, 
puno lakše se postižu uvjeti koji će dovesti do pojave hormeze, tj. do izlaganja hormetičkim 
subefektnim koncentracijama. 
 
• Podatak o potrebnoj veličini uzorka neophodan je za utvrđivanje pruža li nova metoda znatnu 
prednost u usporedbi s već postojećom metodom. Usporedba potrebne veličine uzorka u 
testu s umjetnim tlom i mikrokozmičkom sustavu za vrste E. andrei i L. rubellus pokazala je da 
je za većinu mjerenih biljega veličina uzorka bila usporediva, odnosno bio je potreban jednak 
broj uzoraka za detekciju značajnog učinka što pokazuje da veličina uzorka ne predstavlja 
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 Mirna Velki rođena je 13. siječnja 1987. godine u Osijeku gdje je završila Osnovnu školu 
Franje Krežme i III. Gimnaziju. Preddiplomski i diplomski studij biologije završila je kao najbolja 
studentica na Odjelu za biologiju Sveučilišta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, te je za izvrsne 
uspjehe tijekom studija primila nagradu Lions cluba Osijek, nagrade Odjela za biologiju, te Rektorovu 
nagradu, a također je primala nekoliko stipendija od kojih je najprestižnija Top stipendija za Top 
studente. Tijekom studiranja, 2008. godine, boravila je 4 tjedna u Brnu na Institute of Systems 
Biology and Ecology of the Academy of Sciences of the Czech Republic. U sklopu ERASMUS programa 
mobilnosti 2010. godine bila je na studijskom boravku u Českim Budějovicama gdje je na Institute of 
Entomology (University of South Bohemia, Czech Republic) izradila eksperimentalni dio magistarskog 
rada. Na Odjelu za biologiju u Osijeku diplomirala je 2010. godine prva u generaciji, Diplomski 
sveučilišni znanstveni smjer biologije, i stekla zvanje magistre biologije. 
 U akademskoj godini 2010./2011. upisala je poslijediplomski sveučilišni doktorski studij 
biologije na Prirodoslovno-matematičkom fakultetu u Zagrebu. Od završetka diplomskog studija do 
2012. godine volontirala je u Laboratoriju za analizu bioloških sustava Odjela za biologiju Sveučilišta 
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku pod vodstvom izv.prof.dr.sc. Branimira K. Hackenbergera. Od 
2012. godine do danas zaposlena je na Odjelu za biologiju u Osijeku kao znanstvena novakinja-
asistentica na projektu izv.prof.dr.sc. Branimira K. Hackenbergera – „Interakcija funkcionalnih 
sastojaka hrane s kakvoćom“ (285-0000000-3484).  
 U 2011. kao vanjski suradnik na Odjelu za biologiju u Osijeku sudjelovala je u izvođenju 
nastave na kolegijima Fiziologija bilja 2, Nutrienti u biljci i Ekofiziologija alga. Od 2012. godine na 
Odjelu za biologiju sudjeluje u izvođenju nastave na Preddiplomskom sveučilišnom studiju biologije, 
Diplomskom sveučilišnom znanstvenom studiju biologije i Diplomskom sveučilišnom nastavničkom 
studiju biologije i kemije iz kolegija Molekularna ekotoksikologija, Toksikologija, Biokemijski 
mehanizmi toksičnosti, te Animalna fiziologija 1 i Animalna fiziologija 2.  
 Do sada je kao koautor objavila 13 radova u časopisima citiranima u Current Contents (CC) 
bazi podataka, te 11 kongresnih priopćenja koji su bili prezentirani na pet domaćih kongresa s 
međunarodnim sudjelovanjem i šest međunarodnih kongresa. 
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